














Einwirkung des Chymosins auf die Eiweifstoffe der Milch. 


I. Mitteilung: 
Einwirkung des Chymosins auf das Colostrum. 
Von 
J. Zaykowsky. 
(Aus dem milechwirtschaftlichen Institut zu Wologda.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1924.) 


Das Studium der Wirkung des Chymosins hingt vor allem mit 
der Entscheidung der Frage zusammen, ob das Chymosin als eigenes 
Ferment existiert, oder ob die dem eigenen Ferment zugeschriebene 
Gerinnung der Milch dem Pepsin zuzusprechen ist. AuBerdem bleibt 
bis jetzt folgende Frage unentschieden: Beschrankt sich die Wirkung 
des Labferments, wenn dieses ein selbstindiges Ferment ist, auf die 
Gerinnung der Milch, oder wird ein tieferer Abbau des Caseins hervor- 
gerufen, mit anderen Worten: mu das Chymosin als wahre Protease 
angesehen werden ? 


Die Literatur iiber die angeschnittenen Fragen ist zu zahlreich und 
zu gut bekannt, als daB sie in der vorliegenden Abhandlung ausfiihrlich 
angefiihrt werden kénnte. Von allen Angaben, die fiir die Einheit der beiden 
Fermente (Chymosin und Pepsin) sprechen, fallen hauptsiachlich ins Gewicht 
erstens die angebliche Unméglichkeit, das Chymosin vollstandig frei von 
Pepsin und das Pepsin vollstandig frei von Chymosin zu erhalten, und 
zweitens die Behauptung, daB man im Magen der Tiere stets beide Fermente 
gleichzeitig auffindet. Alle anderen festgestellten Ahnlichkeiten der beiden 
Fermente wiirden als eine griindliche Bestaétigung ihrer Einheit erscheinen, 
wenn diese Einheit eine anerkannte Tatsache wire, jedoch fiir sich allein 
betrachtet, kénnen sie fiir diese Frage entscheidende Bedeutung nicht 
erlangen. 

Hammarsten (1) hat Lésungen von Pepsin bereitet, welche Milch gar 
nicht gerinnen lassen, und Lésungen von Chymosin, denen die Eigenschaft, 
EiweiBstoffe zu verdauen, fehlt. Um den EjiweiSstoff nicht verdauende 
Lésungen des Labferments zu erhalten, geniigt es, wenn man das Labferment 
auf entsprechende Weise mit irgend einem Alkali, z. B. Soda, behandelt. 
Andererseits hat Pawlow (2) bei allen Praparaten von Lab proteolytische 
Eigenschaften gefunden, aber erst nach Entfernung der die Verdauung 
des EiweiBstoffes hemmenden Stoffe. Als ein die Verdauung hemmender 
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Stoff (selbstverstandlich auBer den kiinstlich eingefiihrten) erscheint das 
Antipepsin und der Ubergang des Pepsins in die zymogene Form. Bei 
einer bestimmten H’-Konzentration wird indessen beides zerstért. 

Pawlow gibt in seiner Arbeit (2) keine erschépfende Erklarung iiber das 
Wesen der Erscheinung, da8 bei der Einwirkung der Alkalien auf den 
Magensaft die Wirkung des Pepsins vernichtet wird und die des Labferments 
nicht. 

Wenn das Pepsin und das Chymosin ein und dasselbe Ferment 
sind, so miissen, nach Pawlows Angaben, mit seinem Ubergang in die 
latente (zymogene) Form alle seine Eigenschaften verschwinden und 
nicht nur einige von ihnen. Die urspriingliche Wirksamkeit, die durch 
die allmahliche Neutralisation der zum Magensaft hinzugefiigten Soda 
durch Salzsiure wiederhergestellt wird, muB sich im Falle der Einheit 
der beiden Fermente an den Eigenschaften beider in gleicher Weise 
kundgeben, was in den Experimenten von Pawlow und Tichomirow 
nicht beobachtet wird. Die Erscheinung der Vernichtung der peptischen 
Eigenschaften des Magenferments unter dem EinfluB von Alkalien 
und das nachfolgende Wiederauftreten derselben durch Salzsiure, 
wahrend gleichzeitig die labenden Fahigkeiten erhalten bleiben, kénnte 
man dadurch erkliren, daB die zymogene Form des Pepsins derjenige 
Stoff ist, welcher die Milch laben kann, die anderen EiweiSstoffe aber 
nicht verdaut. Diese Annahme ist méglich, aber wenig wahrscheinlich. 
Fir sie spricht die Tatsache, daB fast immer das Vorhandensein des 
Pepsins mit dem des Chymosins verbunden ist: dann ist es auch 
leicht, das gleichzeitige Auftreten beider Eigenschaften im Magensaft 
durch verschiedene quantitative Verhiltnisse zu erkliren. Bei den 
erwachsenen Tieren, bei denen durch die bestimmte und mehr oder 
weniger einférmige Nahrung der Gehalt der freien HCl ungefihr konstant 
bleibt, sind auch die quantitativen Verhiltnisse beider Eigenschaften, 
d. h. der verdauenden (des Pepsins) und der labenden (des Pepsinogens) 
ungefihr bestindig. Entsprechend der Abwechslung der Nahrung 
wechselt auch das Vorhandensein der freien Salzsiure, und ebenso 
stellt sich das Gleichgewicht zwischen dem Zymogen und dem Ferment 
ein. Eine derartige Erscheinung wird auch bei jungen Kilbern beob- 
achtet. Bei diesen muB auBerdem die Einfiihrung groBer Mengen 
von EiweiBstoff in kolloidaler Lésung (Milch) in den Magen von der 
Bindung einer bestimmten Quantitaét Salzsiure begleitet sein, was die 
Ausscheidung des Ferments in zymogener Form hervorruft. Wie oben 
gesagt, ist eine solche Erklarung méglich, aber schon deswegen wenig 
wahrscheinlich, weil die Hinzufiigung groBer Quantititen von HCl 
zum Magensaft des Kalbes die wahre Wirkung in gewissen Grenzen 
erhéhen miBte, was in der Tat nicht beobachtet wird. 

Einstweilen fehlen in der Literatur die Daten tiber die quantitativen 
Beziehungen von ‘Pepsin, Chymosin und freier Salzsiure im Magensaft. 
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In dieser Richtung werden gegenwartig Beobachtungen gemeinsam 
mit Prof. N. Pawlowsky angestellt, der erfolgreiche Operationen der 
Labmagenfistel bei neugeborenen Kalbern, 6 Stunden nach der Geburt, 
also vor der ersten Fiitterung, ausgefiihrt hat. Die Ergebnisse dieser 
Versuche werden in kurzer Zeit veréffentlicht werden. Bedeutend 
mehr Befunde sprechen fir die Meinung, daB im Magen zwei Fermente 
abgesondert werden, welche zwei verschiedene proteolytische Eigen- 
schaften besitzen. Sehr wichtig von diesen ist die Méglichkeit, eine 
Lésung des den Eiweifstoff gar nicht lésenden Labs und eines die 
Milch nicht labenden Pepsins vorzubereiten. Es gibt recht viele Me- 
thoden, die dazu dienen, im Magensaft die verdauenden oder die laben- 
den Eigenschaften zu vernichten: 

Die Fallung des Pepsins durch das Casein (3), die Behandlung 
mit Saéuren und Alkalien (4), das Erwirmen mit Milch im Thermo- 
staten (5) usw. Gegen die Theorie der Einheit der beiden Fermente 
spricht auch der Umstand, daB bei einigen Tieren im Magensaft tiber- 
haupt keine die Milch labenden Eigenschaften aufgefunden worden 
sind (6). Das Auffinden des Antilabs im Organismus der Tiere, welches 
die Gerinnung der Milch hemmt, jedoch die Wirkung des Pepsins gar 
nicht beeinfluBt, spricht auch gegen die unitare Theorie der Fermente. 
Diese Antikérper sind streng spezifisch und tiben ihre hemmende 
Wirkung nur auf das Ferment aus, durch dessen Injektion sie gewonnen 
sind. Das Antilab hemmt nur die Wirkung des Labferments und 
das Antipepsin nur die Verdauungstitigkeit des Pepsins. AuBerdem 
sind sie spezifisch fir die Fermente nur derjenigen Tiere, bei denen 
eine Injektion ihrer Fermente vorgenommen worden ist. 

Alle diese Befunde bestirken uns in der Annahme, daB das Chy- 
mosin ein vollig selbstindiges Ferment ist, welches der Magen neben 
dem Pepsin absondert. Oppenheimer (7) erkennt die Existenz des 
Chymosins als eigenes Ferment an, wenigstens bei neugeborenen Kalbern. 
Wenn man es bei den jungen Tieren anerkennt, so ist es kaum méglich, 
sein Vorhandensein bei den erwachsenen Tieren zu verneinen. Un- 
erklart erscheint nur die Rolle und die Bestimmung dieses Ferments, 
welches neben dem ihm verwandten Pepsin existiert. Zurzeit unter- 
liegt es keinem Zweifel, daB das Labferment eine Protease und wahr- 
scheinlich eine Casease ist, d. h. ein proteolytisches Ferment, welches 
spezifisch nur die Eiwei®stoffe der Milch zersetzt und nur sehr schwach 
die anderen EjiweiBstoffe angreift. Das erweisen die Versuche von 
van Dam (8). 


Er fand, daB der Magensaft des Kalbes bei der Konzentration H’ 

1 x 10-5 das Casein ebensogut verdaut, wie der Magensaft des Schweines. 

Indessen verdaut der erstere den EiereiweiBstoff in Mettas Réhrchen 

(0,6mm) fast gar nicht, wihrend der zweite ihn mit der gewéhnlichen Kraft 
13* 
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(5,5 mm) verdaut. Wenn man nun die Konzentration H’ bis 2,7 x 10-! 
erhéht, so fallt die das Casein verdauende Kraft des Kalbsmagensaftes 
bedeutend (viermal), wahrend die des Schweines gleichzeitig sich erhéht 
(1%mal). Die Verdauung in Mettas Réhrchen dagegen bleibt bei erhéhtem 
Séuregehalt beinahe die gleiche (0,6mm fiir den Kalbermagensaft und 
5,9 mm fiir den Schweinemagensaft). 

Wenn man also von der Einheit der beiden Fermente spricht, so 
ergibt sich hier ein voller Widerspruch. Bei der Einheit der Fermente 
muBte die das Casein verdauende Kraft beider Fermente sich in gleicher 
Weise verindern. Auf Grund dieser Experimente fallt auch die oben 
ausgesprochene Annahme, daB das Chymosin eine zymogene Form des 
Pepsins sei, fort. Das Chymosin besitzt also die Fahigkeit, nicht nur 
die Milch zur Gerinnung zu bringen, sondern auch EiweiBstoffe zu 
verdauen, namlich das Casein. Das Optimum der Wirkungskraft des 
Chymosins liegt bei einem tieferen Sauregehalt als dasjenige des Pepsins. 

Wenn die Annahme von Michaelis (9), daB das Chymosin und das Pepsin 
ein und derselbe Stoff seien, der aber in Abhingigkeit von der Reaktion 
der Lésung verschiedene spezifische Eigenschaften besitzt, namlich in 
einer stark sauren Lésung eine peptische und in der neutralen oder schwach 
sauren eine nur labende, auch viele Griinde hatte, so habe ich in meinen 
Versuchen keine Bestatigung erbringen kénnen, denn alle von mir gepriiften 
(kiufliche und in unserem Laboratorium aus Kalbsmigen erhaltene) 
Praparate des Labferments bei der Konzentration des Ferments bis 
2 Proz. und der Salzsiure bis 3 Proz. haben das Hiihnereiwei8 nicht 
verdaut. Bei noch starkerer Konzentration des Labs (bis 5 Proz.) wurde 
manchmal Anquellen und Durchsichtigwerden des EiweiBstoffes beobachtet, 
ohne seine Auflésung in den Réhrchen von Metta, aber erst nach dauernder 
Wirkung, namlich nach 3 bis 4 Tagen. Dabei mu8 bemerkt werden, dab 
einige von den untersuchten Labpraparaten die Gerinnungskraft */g90 990 
besaBen. Wenn man auch die in Mettas Réhrchen wahrgenommenen Ver- 
anderungen dem Pepsin zuschreibt, so mu8 man anerkennen, da die 
Kraft dieses Pepsins trotz des hohen Siauregehaltes im Vergleich zu der 
labenden Kraft zu gering ist. Die von mir den Labpraparaten parallel, 
unter den naimlichen Bedingungen der Konzentration des Ferments und 
der Saure, untersuchten Priparate des Pepsins besaBen die labende Kraft 
in einem weit geringeren MaBe. 

Als Beispiel fiihre ich einen meiner Versuche an, namlich den Versuch 
mit einer Lésung des kiiuflichen Labs mit der labenden Kraft '/s9999 und 
des kiuflichen Pepsins. Es wurden Iproz. Lésungen beider Fermente 
in 50proz. Glycerin bereitet. Fiir die Bestimmung der Verdauung wurde 
in eine Reihe von Probiergliischen zu 4 ccm Milch 0,86 proz. HCl eingefiillt 
und in das erste Probierglischen dieselbe Menge der Lésung des Ferments 
zugesetzt. Nach sorgfaltigem Durchmischen wurden aus dem ersten Probier- 
glaschen 4 ccm in das folgende Probierglischen iibertragen usw. In jedes 
Probierglischen wurde | ccm von Mettas Réhrchen eingetragen. Die Probier- 
glaser wurden 24 Stunden im Thermostaten bei der Temperatur von 39° 
gehalten. Beim Pepsin wurde noch im vierten Probierglischen die Ver- 
dauung beobachtet, bei Lab keine, sogar im ersten Probierglischen nicht. 
Zur Bestimmung der Gerinnung wurden 2ccm derselben Lésungen der 
Fermente zu den 4ccem Milch in das erste Probierglischen hinzugefiigt, 
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davon 2 ccm in das folgende usw.; die Probierglischen wurden 40 Minuten 
bei 35° C erwairmt. Die Milch gerann bei Einfiihrung des Labs im sechsten 
Probierglaschen und beim Pepsin nur im dritten. Fiir diese Experimente 
wurden Lésungen der Fermente in 50proz. Glycerin bereitet, wobei es sich 
ergab, da8 nicht nur die Lésungen des Pepsins in Glycerin sich lange erhalten, 
sondern daB auch die Lésungen des Labferments sich im Verlauf von 
6 Monaten nicht veranderten. 

Wenn Chymosin und Pepsin identisch waren, so miiBte bei den 
von mir gebrauchten Konzentrationen des Labs und der Siure Ver- 
dauung des HihnereiweiBes stattfinden, aber dieses wurde nicht beob- 
achtet. Wir sehen somit, daB bedeutend mehr und gewichtigere Daten 
davon zeugen, daB das Chymosin ein eigenes Ferment ist, wahrend 
bloB ein einziger tiberzeugender Grund, das gleichzeitige Vorhandensein 
beider Fermente im Magensaft, fiir die Einheit derselben spricht. Aber 
die Natur schafft nichts zwecklos; was ist denn der Zweck des dem 
Pepsin parallelen Ferments, und welche Rolle spielt es? Dariiber kann 
man einstweilen nur einige MutmaBungen anstellen. Es ist verstandlich, 
daB es wihrend des starken Wachsens der Tiere und in der Periode der 
Milchfiitterung die Hauptrolle spielt. Wenn auch Hammarsten darauf 
hinweist, daB das Chymosin bei den neugeborenen Tieren fehlt, so haben 
unsere Beobachtungen (gemeinsam mit Prof. V. Pawlowsky) diese Angabe 
nicht bestatigen kénnen. Wenigstens in bezug auf die Kalber, bei denen 
der vor der ersten Fiitterung dem Magen entnommene Magensaft schon 
bedeutende Mengen des Chymosins enthalt, welches nach den (noch 
nicht veréffentlichten) Befunden von Prof. G. Inichoff sich auch beim 
Fétus im Mutterleibe vorfindet (selbstverstandlich in der zymogenen 
Form). 

Die Resultate der Untersuchungen an den neugeborenen Kalbern 
werden in kurzer Zeit veréffentlicht werden. Der Kalbsmagen enthalt 
somit Chymosin vom Moment der Geburt an und im Vergleich zum 
Pepsin wahrscheinlich wohl in bedeutenden Mengen. Wir wissen, 
daB von allen mit der Nahrung eingefiihrten EiweiBstoffen vom Pepsin 
am leichtesten der EiweiSstoff der Milch (das Casein) verdaut wird 
(und wahrscheinlich das Lactalbumin und das Globulin, tiber die in 
der Literatur einstweilen wohl keine Daten vorhanden sind, die jedoch 
Ahnlichkeit mit dem ihnen verwandten Serumalbumin vermuten 
lassen). In Anbetracht einer so leichten Zersetzung der Eiweibstoffe 
der Milch durch das Pepsin wiirde die in den Magen des Kalbes ein- 
gefiihrte Milch, seine einzige Nahrung, zu schnell aus dem Magen wieder 
entfernt werden; dieses wiirde wiederum das Bediirfnis nach éfterer 
Fiitterung oder nach einer éfteren Aufnahme einer im Vergleich zum 
Volumen wenig wertvollen Nahrung hervorrufen. Das Chymosin als 
kaseolytisches Ferment verdaut das Casein bedeutend langsamer, wobei 
die Wirkung der im Kalbsmagen anwesenden nicht groBen Menge 
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des Pepsins noch dadurch paralysiert wird, daB die Einfihrung von 
groBen Mengen von EiweiBstoffen in kolloidaler Lésung teilweise die 
Bindung der freien HCl hervorruft, die zur Verdauung durch das 
Pepsin nétig ist, und der Abbau des Caseins auf diese Weise fast aus- 
schlieBlich durch Chymosin vor sich geht. Abderhalden hat bewiesen, 
daB die gelésten EiweiBstoffe durch das Pepsin gar nicht verindert 
werden. Darauf basierend, kann man annehmen, da8 die Natur solch 
ein Ferment schaffen muBte, welches den in der Milch léslichen EiweiB- 
stoff in einen unléslichen und somit der proteolytischen Zersetzung 
mehr zuginglichen iberfiihrte. Vielleicht verschwindet das Chymosin 
bei den Tieren im reiferen Alter deswegen auch nicht vollstiandig. 
Es ist auch méglich, daB beim Zersetzen der EiweiSstoffe der Milch 
durch das Chymosin andere (oder in anderen quantitativen Verhilt- 
nissen), dem wachsenden Organismus notwendigere Produkte erhalten 
werden. In der Literatur liegen einstweilen keine erschépfenden Be- 
funde tiber die Abbauprodukte des Caseins durch das Chymosin und 
das Pepsin (z. B. durch den Magensaft des Kalbes und des Schweines) 
vor. Die Unterschiede der Wirkung kénnen nicht nur qualitativ, sondern 
auch quantitativ sein; das muB keine geringe Rolle bei der Aus- 
nutzung der Abbauprodukte der EiweiBstoffe durch den Organismus 
spielen, welches nach dem bekannten ,,Gesetze des Minimums‘ (der 
Synthese der EiweiSstoffe aus ihren Bestandteilen durch den Orga- 
nismus) vor sich geht. 

Die hier ausgesprochenen Voraussetzungen sind in Anbetracht der 
widersprechenden Angaben der Literatur wohl méglich, doch fordern 
sie wie eine jede Hypothese eine experimentelle Bestatigung. Zu diesem 
Zwecke wird eine Reihe von experimentellen Untersuchungen vor- 
geschlagen, die die beriihrte Frage klarlegen sollen. Diese Experimente 
sind nach drei Richtungen beabsichtigt : 

1. Einflu8 des Chymosins auf die Eiweifstoffe der Milch. 

2. Qualitative und quantitative Untersuchung des Magensaftes 
von neugeborenen Kialbern (gemeinsam mit Prof. N. Pawlowsky). 

3. Untersuchung der Abbauprodukte des Caseins durch das Pepsin 
und das Chymosin. 


Von der Voraussetzung ausgehend, daB das Chymosin als proteo- 
lytisches (kaseolytisches) Ferment die Milch sowie das Colostrum auf 
gleiche Weise angreifen muB, kommen wir zu dem SchluB, daB die 
Angaben der Literatur tiber die Gerinnung des Colostrums durch das 
Labferment wenigstens eine Bestitigung erfordern. Das Colostrum ist 
ein Nahrungsmittel, welches der Organismus fir die Neugeborenen 
aus normaler Milch bereitet, und enthalt deswegen dieselben Bestandteile, 
die nur andere quantitative Verhiltnisse aufweisen. Es ist verstandlich, 
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daB das Ferment, welches sich im Magen des Neugeborenen befindet, 
fiir den dieses Nahrungsmittel bestimmt ist, auf letzteres dieselbe 
Wirkung ausiiben muB8 wie auf die Milch, namlich in seinem ersten 
Stadium labend. Nach den Angaben von Kénig befindet sich im 
Colostrum an 4 Proz. Casein und 13 bis 14 Proz. Albumin und Globulin. 
Dieses Casein ist es auch, das unter dem EinfluB des Labferments aus 
der Lésung ausfallen muB, wenn nur in letzterer eine geniigende Menge 
von Calcium- oder Wasserstoffionen sich befinden. 


Zur Bestatigung dieser Anschauung wurden Experimente iiber die 
Wirkung des Labs auf das Colostrum gleich nach dem Kalben angestellt. 
Es hat sich erwiesen, daB das Colostrum aller untersuchten Kiihe (9) der 
normalen Milch gleich gerann. Fiir das Experiment wurde (kiufliches) 
Labferment */, 99999 Stark gebraucht. Aus ihm wurde eine Yproz. Lésung 
in einer Mischung von Wasser und Glycerin bereitet. Diese Lésung wurde 
fiir alle Experimente gebraucht, wobei vor jeder Untersuchung eine Kontrolle 
derselben stattfand. Wie oben gezeigt, verindert sich diese Lésung im 
Verlauf von 6 Monaten gar nicht. Das Experiment wurde folgendermaBen 
angestellt: in die Probiergliser wurden 5 ccm Colostrum eingefiillt und in 
das erste 1 ccm der Lésung des Labferments hinzugefiigt. Aus dem ersten 
Probierglaschen wurde nach sorgfaltigem Durchmischen in das nichste 
leem itibertragen usw. Alle Probierglischen wurden auf eine Stunde 
ins Wasserbad mit der Temperatur 35°C gestellt. Gleichzeitig wurden 
auf dieselbe Weise Probiergliiser bereitet, aber unter Hinzufiigung von 
n/10 HCl in den in der Tabelle angegebenen Quantititen. Die Ordnungs- 
nummer des nach einer Stunde geronnenen Probierglischens befindet sich 
in der Tabelle. AuBSerdem wurde die Zeit der Gerinnung bei der Tem- 
peratur 35°C untersucht, wozu Probiergliser mit Lab und Salzsiure 
bereitet wurden. Fiir die Bestimmung der Gerinnungsgeschwindigkeit 
war man gendtigt, kleinere Mengen des Labferments und der Salzsdéure zu 
gebrauchen, weil bei Mengen, die im ersten Experiment gebraucht wurden, 
das Colostrum fast momentan gerann. Die Ergebnisse der Untersuchung 
befinden sich in nachstehender Tabelle. Vor jedem Versuch wurde die Lésung 
des Chymosins kontrolliert und erwies sich als véllig konstant; seine Starke 
ist 1/595 ese: 

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, gerinnt das Colostrum gleich 
vom ersten Melken gar nicht schwicher als die Milch, wobei man 
eine leichtere Gerinnung des Colostrums vom ersten Melken als die- 
jenige des spiteren Melkens, wie auch der Milch, beobachten kann. 
Dies macht sich dadurch kenntlich, daB das Colostrum schon im vierten 
Probierglischen ein Gerinnsel gab, die Milch dagegen erst im dritten. 
Das kann man dadurch erklaren, daB die EiweiBstoffe des Colostrums 
(Casein) schon im Kérper des Tieres, vielleicht infolge der erhéhten 
Temperatur desselben nach dem Geburtsakte, eine bestimmte Ver- 
ainderung erhalten haben, weswegen fiir den weiteren Abbau eine 
geringere Menge des Ferments geniigt. Etwas ganz anderes wird 
bei der Untersuchung der Gerinnungszeit beobachtet: hier findet 
beim ersten Melken eine gewisse Verzégerung in dem Ausfallen des 
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Tabelle I. 





pan ~~ 425 Die Gerinnungszeit in Minuten 
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Niederschlags statt; und das kann man gerade durch den hemmenden 
EinfluB groBer Mengen geliéster Eiweifstoffe (Lactoglobulin und 
Albumin) erkliren. Diese Verzégerung verschwindet allmahlich, und 
schon am vierten bis finften Tage ist die Gerinnungsgeschwindigkeit 
des Colostrums derjenigen der Milch gleich. Die Hinzufiigung von 
Salzsiure beeinfluBt das Colostrum und die Milch wie in bezug auf 
die Verdiinnung des Ferments, so in bezug auf die Gerinnungszeit in 
gleicher Weise. Wie schon oben erwahnt, wurde bei der Untersuchung 
des Colostrums verschiedener (aber nur gesunder) Kiihe kein einziges 
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Mal eine Nichtgerinnung durch das Labferment beobachtet. Die von 
anderen Autoren beobachteten Fille des Ausbleibens des Gerinnsels 
im Colostrum miissen entweder der pathologischen Milch (ein niedriger 
Sauregehalt usw.) oder der mangelhaften Quantitaét der Calciumionen 
zugeschrieben werden. 

Literatur. 


1) Hammarsten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 18, 1908. — 2) Pawlow 
und Parastschuk, ebendaselbst 42, 415, 1904. — 3) Hammarsten, ebendaselbst 


74, 142, 1911. — 4) Sawitsch, ebendaselbst 68, 12, 1910. — 5) wv. Dam, 
ebendaselbst 64, 316, 1910. — 6) Ducceschi, Arch. di Fisiol. 5. 413, 1908 — 
7) Oppenheimer, Die Fermente. — 8) v. Dam, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79 
247, 1912. — 9) Michaelis, diese Zeitschr 17 231. 1909. 
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Untersuchung einiger physikalischer Eigenschaften 
des alkoholhaltigen Serums. 


Von 
Reinhold Fiirth und Otto Bliih. 


(Aus dem Institut fiir theoretische Physik der deutschen Universitat 
in Prag.) 


(Eingegangen am 27. Januar 1924.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


R. Fiirth und R. Keller!) haben vor kurzer Zeit in dieser Zeitschrift 
mitgeteilt, daB geringe Alkoholmengen in betrichtlichem MaBe die 
Dielektrizitatskonstante und die elektrolytische Leitfahigkeit erhdéhen. 
Aus diesen zwei Beobachtungen allein war es noch nicht méglich, 
diese auffallende Erscheinung zu erkliren, und es ergab sich als zweck- 
maBig, noch andere physikalische Konstanten des alkoholhaltigen 
Serums zu bestimmen. Die angestellten Versuche und ihre Resultate 
sollen im folgenden mitgeteilt werden ?). 

Es wurden vier physikalische GréBen gemessen: 1. Viskositat, 
2. Oberflichenspannung, 3. Brechungsquotient, 4. optisches Dreh- 
vermdogen. 

1, Viskositit. 

Die Messungen erfolgten mit dem Viskosimeter durch Bestimmung 
der AusfluBzeiten t. Die innere Reibung des Wassers gleich | gesetzt, 
erhielt man die Viskositéten » des alkoholhaltigen Serums aus der 
Proportion 

9:9 =: ¢. 
Diese relativen Viskosititen enthalt Tabelle I. Die Tropfen Alkohol 
wurden wieder mit der in der zitierten Arbeit!) beschriebenen Pipette 
erzeugt. 





1) Diese Zeitschr. 141, 187, 1923. 
*) Betreffs der genauen Details der Messungen vgl. die demnachst 
erscheinende gleichlautende Arbeit von Firth und Bliih, Kolloid-Zeitschr. 
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Tabelle J. 
Tropfen Alkoho! | Tropfen Alkoho! | ‘ 
aut 10ccm Serum | i] aut 10 ccm Serum | f 
0 2,13 10 2.17 
l 2,12 15 2.26 
2 2/10 20 2'31 
3 2,08 25 2.35 
5 2,12 80 3,31 





Tropfen Alkoho/ in 10cm Serum 


0 0 3 3  @ FW 20 70 WW Wo 
Abb. I. 








2. Oberflichenspannung. 

Diese wurde aus dem Gewicht des aus einer starkwandigen Kapillare 
abfallenden Tropfens berechnet. Tabelle II enthilt die Gewichte 
der abfallenden Tropfen und daneben die Oberflichenspannung «@ 
in absolutem MaBe. 














Tabelle 11. 
T Alkohol eo eh 
oan aah — Troptengewicht « 
0 0,0776 60,5 
l 0,0769 60,0 
§ 3 0,0749 58,5 
5 0,0730 57,0 
10 0,0701 55,1 
80 25 0,0629 49.3 
80 0.0485 37,7 
70 
7 
; 
e0 
3 
s 
40 
© » . : - 
00, 7 80 90 = «00 
“f 7 ¥ voter Proro/a cm! Serum 


Abb. 2. 
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Die Oberflaichenspannung nimmt bei Alkoholzusatz standig ab. 
Vergleichsweise ist in Abb. 2 die Oberflichenspannung eines Wasser- 
Alkoholgemisches eingetragen. (Entnommen : Landolt-Bérnstein, 5. Aufl., 
1, 238.) 

8. Brechungs quotient. 

Der Brechungsquotient wurde mit dem Pulfrichschen Refrakto- 
meter bestimmt fiir die D-Linie des Natriums. Man erhielt folgende 
Werte (Tabelle ITI). 





Tabelle I11. 
Tropfen Alkohol n n. 
aut 10 ccm Serum 1 2 
0 13485 1.3487 
l 1.3486 1,3487 
3 1,3486 1.3487 : 
4 — 1,3490 ' 
5 — 1.3492 
6 1.3488 1.3492 
10 1.3492 1.3495 
25 1,3503 1,3505 
80 1,3539 | 1,3539 





Tropfen Alkohol in 1 cor! Serurm 

148 —— 

wt 70 #0 JO #0 50 60 70 8 
Abb. 3. 








Die Abweichungen in den zwei Beobachtungsreihen rihren davon 
her, daB verschiedene Sera verwendet wurden. Man erkennt aber 
deutlich aus beiden Kurven ein rasches Ansteigen des Brechungs- 
quotienten bei Zusitzen im Gebiete von 3 bis 5 Tropfen. 


4. Optisches Drehvermégen. 

Dieses wurde mit einem Saccharimeter in einem 5cm langen 
Rohre bei weiBem Lichte untersucht. Zur Beobachtung muBte wegen 
der geringen Durchsichtigkeit des Serums in der ‘erwaihnten Schicht- 
dicke als Lichtquelle eine Nernstlampe verwendet werden. Es zeigten 
sich die folgenden, auf 1 dm Schichtdicke bezogenen Drehungen. 
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Tabelle 1V. 





Tropfen Alkohol | Dreh. “| Tropfen Alkohol| — Dreh- 
Ocem Serum | vermégen faufl0cumSerum| vermdégen 


0 44 7 5,1 
l 38 15 45 
3 5,1 25 3,8 


Die Kurve zeigt ein Maximum wieder in der Gegend von etwa 


3 Tropfen. 








Qo 70 20 
Tropfen Alkohol in 10cm Serum 
Abo. 4. 


Versuch zur Erklirung der Erscheinung'). 

Die lyophilen Kolloide und mithin die dazu gehérigen EiweiB- 
hydrosole (Serum) sind nach den geltenden Ansichten stark hydratisiert. 
Jedes Teilchen ist von einer Wasserhiille umgeben (Micelle), welche 
ein Stabilitatsfaktor fiir das Teilchen ist, genau 
so wie seine elektrische Ladung®*). Diese ee @ a) 0 Q o- 


laBt sich vom Standpunkte der Dipoltheorie 

sehr gut verstehen. In der ersten Arbeit iiber "OO 

diesen Gegenstand wurde schon erwahnt, daB die 

EiweiBmolekiile starke Dipole sind. Das Wasser 

ist aber gleichfalls eine Dipolfliissigkeit*). Das 

EiweiBmolekil wird also groBe Mengen der viel 

kleineren Wasserdipole an seiner Oberfliche 

festhalten. es 
Auch die Molekiile des Alkohols sind Dipole. Lv f Oo 

Kleine Mengen von Alkohol, dem Serum zu- 

gesetzt, werden sich nun so verteilen, dab sich © 6} 0) a ae 

seine Dipole auBen an die freien Enden der 

Wasserdipole anhingen, wie es Abb. 5 zeigt. 
Diese Anlagerung bedingt eine VergréBerung des Dipolmoments, 

die eine Erhéhung der Dieko zur Folge hat (Abb. 1 in dieser Zeitschr. 141, 

189, 1923). Durch das Anlagern des Alkohols wird die Verbindung 

zwischen den verschiedenen Molekiilen des EiweiBes zerstért. Die 


Abb. 5. 


1) Naheres vgl. Fiirth und Blih, |. ec. 

*) Kruyt, Kolloid-Zeitschr. $1, 338, 1922. 

8) Wegen der Dipole des Wassers vgl. O. Bliih, Zeitschr. f. physikal. 
Chem. 104, 363, 1923. 
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Folge davon ist eine Verringerung der Viskositat (Abb. 1). Erhéhung 
der Dieko und der letztgenannte Effekt zusammen veranlassen die 
Erhéhung der Leitfahigkeit (Abb. 2 in dieser Zeitschr. 141, 191, 1923). 

Zusatz gréBerer Quantititen Alkohol bewirkt, daB durch ihn den 
EiweiBmolekiilen ihre Wasserhiille entzogen wird und eine Koagulation 
(Denaturierung) eintritt. 

Eine schéne Bestiatigung der obigen Hypothese findet man im 
Verhalten des Brechungsquotienten. Bei kleinen Zusitzen von Alkohol 
wird er nicht merklich verandert ; der Alkohol ist noch an die Teilchen 
des EiweiBes gebunden. In dem Augenblick, wo die zugesetzte Alkohol- 
menge den Teilchen das Wasser zu entreiBen beginnt, geht der Alkohol 
in Lésung und beginnt die brechenden Eigenschaften des Serums zu 
beeinflussen. Der Verlauf der Kurve entspricht denn auch bei etwas 
gréBeren Zusitzen der linearen Mischregel: Kurve 4 geht in eine 
Gerade iiber. DaB in dem Stiick zwischen 3 und 10 Tropfen der Anstieg 
der Kurve so steil ist, erklart sich nun daraus, daB die Funktion die 
Versiumnis im ersten Teile (von 0 bis 3 Tropfen) im zweiten Teile 
(von 3 bis 10 Tropfen) nachholen muB, um von 10 Tropfen an wieder 
auf das Normal zu kommen. 

Das Verhalten der Oberflichenspannung zeigt nichts Abnormales. 
Es handelt sich bei der Abnahme lediglich um die Mischung Wasser- 
Alkohol. Das Ansteigen der optischen Aktivitaét an denjenigen Stellen, 
wo eine vergréBerte Teilchenhille angenommen wird, steht in guter 
Ubereinstimmung mit Versuchen von Pauw und Samec'), welche 
fanden, daB die VergréBerung der Flissigkeitshiillen (durch Elektrolyt 
bewirkt) die optische Aktivitat vergréBert. 

Durch eine einfache Uberschlagsrechnung kann man sich iber- 
zeugen, daB die kleinen Mengen beigesetzten Alkohols tatsichlich 
geniigen, um die oben beschriebenen Effekte hervorzurufen; man 
findet, daB in der Gegend der extremen Wirkungen (3 Tropfen) auf 
jedes Molekiil des SerumeiweiBes 7 bis 70 Molekiile Alkohol entfallen 
(je nach dem zugrunde gelegten Molekulargewicht des EiweiBes). 

Sehr verlockend erscheint es, die erzielten Resultate zur Deutung 
der physiologischen Wirkungen des Alkohols im Organismus zu ver- 
werten. Besonders die Erhéhung der Dieko, die mit einer Veranderung 
der dielektrischen Leitfahigkeit und der Dissoziation der Salze in der 
lebenden Substanz verbunden ist*), und die Erniedrigung der Vis- 
kositaét des Serums, die ja bekanntlich mit dem Alter zunimmt, durch 


1) Diese Zeitschr. 59, 480, 1914. 

2) Beziiglich der Rolle, welche die Dieko der Bausteine des Organismus 
spielt, vgl. man die Arbeiten von R. Keller, Kolloid-Zeitschr. 26, 173, 1920; 
27, 255, 1920; 29, 193, 1921; Diese Zeitschr. 115, 134, 1921; 128, 409, 1921; 
186, 163, 1923; Zeitschr. f. physiol. Chem. 98, 388, 1921. 
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kleine Alkoholmengen scheint darauf hinzudeuten, daB die Zufihrung 
kleiner Mengen Alkohol (bis zu maximal 6 Proz., bezogen auf die ge- 
gesamte Koérperflissigkeit) dem Organismus nicht nur nicht schadet, 
sondern sogar férdernd wirkt, wihrend gréBere Mengen eine zerstérende 


Wirkung ausiiben. 
In Vorbereitung sind weitere Versuche mit anderen Alkoholen 


und mit Aceton, das bekanntlich ebenfalls wasserbindende Kraft besitzt 
und dessen Untersuchung im Hinblick auf die pathologische Bedeutung 
dieses Stoffes von Interesse sein dirfte. 


Zusammenfassung. 

Es werden in Fortsetzung friherer Untersuchungen") eine Reihe 
von Konstanten des mit kleinen Mengen Athylalkohol versetzten Serums, 
und zwar Viskositét, Oberflachenspannung, Brechungsquotient und 
optische Aktivitaét des Serums untersucht. Die beobachteten Er- 
scheinungen werden der hydrophilen Wirkung des Alkohols zu- 
geschrieben. Es gelingt, auf Grund der ,,Dipoltheorie“ eine befriedigende 
Erklarung aller auftretenden Veriinderungen zu geben. Weitere Unter- 
suchungen werden in Aussicht gestellt. 


1) Firth und Keller, diese Zeitschr. 141, 187, 1923. 
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Uber den Einflub 
der Réntgenbestrahlung auf die postmortale Leberautolyse. 


Von 


K. Hajos und St. Hofhauser. 
(Aus der III. medizinischen Klinik der Universitat in Budapest.) 
(Eingegangen am 27. Januar 1924.) 


Nach Manwaring, Denecke usw. steht die Leber im Mittelpunkte 
der anaphylaktischen Erscheinungen beim Hunde. 


Hashimoto und Pick, sowie Rump} zeigten, daB auch beim Meerschwein- 
chen der Leber eine groBe Rolle zukommt, nach ihnen ist die Leber im 
Sensibilisierungsprozesse beschaftigt. Auch in anderen Versuchen von Pick 
und Hashimoto iiber die postmortale Leberautolyse der sensibilisierten 
und anaphylaktischen Meerschweinchenleber konnte die Mitwirkung der 
Leber bestatigt werden. Die Auffassungen tiber die Rolle der Leber im 
anaphylaktischen Symptomenkomplex sprechen fiir eine in den Gewebs- 
zellen sich abspielende Reaktion des Antigens und des Antikérpers. Doch 
kann selbstverstandlich die bekannte postmortale Steigerung der Leber- 
autolyse nur als eine Teilerscheinung des anaphylaktischen Zustandes 
aufgefaBt werden, so, wie das auch unlangst von Gottschalk behauptet 
wurde. 


Der eine von uns hat iiber die Wirkung der Réntgenbestrahlung 
auf die anaphylaktischen Erscheinungen berichtet. Auf Grund klinischer 
und experimenteller Beobachtungen wurde die durch Réntgenstrahlen 
voriibergehend hervorgerufene Funktionsstérung der Leber als Ursache 
der auf diese Weise entstandenen Desensibilisierung angesehen. 

Um diese Strahlenwirkung direkt an der Leber zu beobachten, 
haben wir uns vorgenommen, die postmortale Leberautolyse bestrahlter 
Meerschweinchen naher zu verfolgen. 

Uber die Veranderungen der Leberautolyse liegen mehrfache Unter- 
suchungen vor. So fanden Pick und Hashimoto, daB bei der Sensibilisierung 


des Leberbreies die postmortale Autolyse steigt, dagegen im anaphylaktischen 
Stadium des Leberbreies stark sinkt oder vollkommen gehemmt wird. 
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Neuerdings bestatigt Gottschalk die obengenannten Befunde und berichtet, 
von einer anderen Fragestellung ausgehend, iiber die Wirkung von Hetero- 
proteineinspritzungen auf die Menge des nicht koagulablen Stickstoffs 
der Meerschweinchenleber. Nach Gottschalk beginnt 12 Stunden nach der 
Einspritzung von C , Typhusvaccine, Diphtherietoxin usw. in ent- 
sprechender Dosis eine Steigerung der eiweiBabbauenden Zellprozesse in 
der Leber. Was die Strahlenwirkungen auf die Leberautolyse oder iiberhaupt 
auf die eiweiBabbauenden Fermente anbelangt, so finden wir von Bickel 
die Angaben, da8 das autolytische Leberferment durch die 8- und y-Strahlen 
des Radiums nicht gedndert wird, ebenso sind die 2- und y-Strahlen des 
Mesothoriums, sowie Thorium X und Thoriumemanationslésung unwirksam. 


Die eigenen Untersuchungen hatten nur den Zweck, zu ermitteln, 
ob die Réntgenstrahlenwirkung mit der Menge des nicht koagulablen 
Stickstoffs in irgend einem Zusammenhange steht, d. h. ob die Réntgen- 
strahlen unter anderem auch eine Wirkung auf die Leberzellen ausiiben. 


Methodik. 


Zur Bestimmung des nicht koagulablen Stickstoffs bedienten wir uns 
der Bangschen Mikromethode. Durch Halsschnitt entbluteten Meer- 
schweinchen wurde die Leber herausgenommen. Sofort nach der Entblutung, 
sowie nach 6 und 24 Stunden wurden aus der Leber diinne Scheiben ge- 
schnitten, auf ein Bangsches Léischblatt gebracht und auf der Torsionswage 
abgewogen. Diese Gewebsstiicke haben wir 24 Stunden lang in der Bang- 
schen Phosphormolybdannatriumlésung stehengelassen und die Phosphor- 
molybdanlésung dann nach Kjeldahl weiter verarbeitet. Um die bakterielle 
Zersetzung wihrend des Versuches zu vermeiden, wurde die Leber nach 
der Entnahme bis zur weiteren Verarbeitung unter Toluol gehalten. Der 
Stickstoff ist in Milligrammprozenten auf 100g Lebergewebe berechnet 
angegeben. 

Aus der Literatur sind die Normalwerte des nicht koagulablen Stick- 
stoffs der Leber schon bekannt. Pick und Hashimoto fanden sofort nach 
der Entblutung 279,7 bis 299,5 mg-Proz., nach 6 Stunden 352,4 bis 
358,6 mg-Proz., nach 24 Stunden 820,7 bis 922,5mg-Proz. Fenyvessy 
und Freund fanden in der normalen Meerschweinchenleber zwischen 390 
bis 685 mg-Proz. nicht koagulablen N. Nach Gottschalk schwanken die 
normalen Werte zwischen 220 und 370 mg-Proz. Bardt und Hetényi fanden 
bei Kaninchen in der Leber sofort nach dem Tode 137 mg-Proz., nach 
8 Stunden 167 mg-Proz., nach 24 Stunden 214 mg-Proz. Beim Menschen 
(8 bis 12 Stunden nach dem Exitus) fanden Bardt und Hetényi beim Nieren- 
gesunden 99 bis 292 mg-Proz., Becher bei Pneumonie 225 mg-Proz. Rest- 
stickstoff in der Leber. 


Die von uns gefundenen Normalwerte sind aus der Tabelle I 
ersichtlich. Tabelle II zeigt einige Stickstoffwerte wihrend der Sensi- 
bilisierung, diese Zahlen kénnen mit den anderen der Literatur gut 
in Einklang gebracht werden. 

In der Tabelle III steliten wir die Resultate der Stickstoff- 
bestimmungen der bestrahlten Meerschweinchen zusammen. 
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Tabelle I. 





Nicht koagulabler Stickstoff Zunahme der Autolyse 


sofort nach 6 Std. | nach 24 Std. nach 6 Std. | swiechen 6—24 Std. | nach 24 Std. 


152 293 534 141 241 | 3g2 
164 276 “az | us 171 283 
186 284 434 150 248 
233 313 512 199 79 
179 | (273 524 251 335 
229 304 600 296 371 


Tabelle II. 





Nicht koagulabler Stickstoff Zunahme der Autolyse 


Getétet : isch 
sofort | mach 6 Std. | nach 24Std.|mach 6 Std.) P™3Y°¢C4 | nach 24 Std. 


injcktion 


Art der | 
Protein: | 


285 322 598 37 276 313 
264 308 621 44 313 357 
295 | 562 597 267 35 302 
298 567 685 269 118 387 


234 419 593 185 174 359 


0.5 com Pferde. 
serum 


Tabelle III. 





a - pe Zunahme der Autolyse 





ch h nach zwischen nach 


nav nac 
sofort | 6 Std. 24 Std. 6 Std. 6—24Std. 24 Std. 


5 Min., 45 cm 
|| Focusdist. |! 
3mm 
AL Filt. 


219 249 520 30 271 301 
156 384 | 577) 228 193 421 
169 391 641 222 250 472 
266 286 664 20 378 =| 398 
233 429 642 | 196 213 409 
397 = 487 712 90 225 315 
321 515 685 194 170 364 
230 = 10 664 280 154 434 
250 442 605 192 163 355 
225 360 724 «135 364 499 


366 86-594 966 | 228 372 600 


634 1040) 201 406 607 
296 ©6559 938 | 263 379 342 
271 462 903 «191 441 632 


389 | 576 «819 ~=—«:187 243 430 
399 599 847 200 248 448 


SER EE BF PRELSSKEELW 


475 


Aus den Tabeilen ist ersichtlich, daB die Normalstickstoffwerte 
der Meerschweinchenleber sofort nach dem Tode zwischen 152 und 
233 mg schwanken, der Durchschnittswert 190 mg ist. Nach sechs- 
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stiindiger Autolyse betrigt der Durchschnittswert 390mg, nach 
24 Stunden 508mg. Dagegen zeigen die mit Réntgenstrahlen be- 
handelten Tiere gréBere Unterschiede. Nach Ausscheidung der Fille 
Nr. 1, 4 und 6, welche aus nicht bestimmbarem Grunde mit ihren 
zu niedrigen Stickstoffwerten nach sechsstiindiger Autolyse mit den 
anderen an Zahl iiberwiegenden Versuchen nicht iibereinstimmen, sind 
die Mittelwerte sofort nach der Entblutung 287 mg, nach 6 Stunden 
504 mg, nach 24 Stunden 773 mg. Aus diesen Zahlen ist es ohne weiteres 
zu ersehen, daB die Bestrahlung auf die eiweiBabbauende Funktion der 
Leberzellen einen nennenswerten EinfluB hat. Die Réntgenstrahlen- 
wirkung kann auch auf in vitro bestrahlten Leberstiicken demonstriert 
werden, allerdings sind hier die Unterschiede nicht so auffallend, wie 
das aus der Tabelle IV ersichtlich ist. 


Tabelle IV. 





ia Nicht koagulabler Stichetell GréBe der 
sofort n.d. Tode 6 Std. 24 Std. Strablendosis 


bestrahit | 519 895 
unbestrahit | 450 869 | 25cm Focus: 


bestrahlt 538 908 
unbestrah!t 430 904 


| 

\ 

| 

\ 

{ bestrahlt | 475 812 
| 

| 

\ 


| dist. 7% Min. 


unbestrahlit 432 791 | 35cm Focus 


bestrahlt 450 879 | dist. 10 Min 


unbestrahlt 375 76 


Es war nicht unser Zweck, die allgemeinen Wirkungen der Be- 
strahlung beziiglich des Verhaltens des Reststickstoffs im Organismus 
oder in den Geweben zu bestimmen. In der vorliegenden Untersuchungs- 
reihe dachten wir nur den Beweis zu erbringen, daf die Réntgenbestrahlung 
auf die Funktion der Leberzellen in irgend einer Weise verdndernd wirkt, 
und so die anderorts ausgesprochene Annahme einer Mitbeteiligung der 
Leber wiihrend der Réntgenbestrahlung eine neue Stiitze findet. 


Literatur. 


1) Bardt-Hetényi, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 188, H. 3/4. — 2) Becher, 
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Zeitschr. f. Immun. 8, 1911. — 8) Pick und Hashimoto, ebendaselbst 31, 
237, 1914. — 9) Rump/, ebendaselbst 27, 489. — 10) Fenyvessy und Freund, 
diese Zeitschr. 96, 1919. — 11) Bickel, Lazarus’ Handb. d. Radiumbiol. u 
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Uber die Bedeutung der Zellsalze 
fiir den Ablauf der avitaminésen Stoffwechselstérung. 


Von 
N. Hirabayashi (Tokio). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 30. Januar 1924.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einem Versuche am Hunde hat T7'suji(1) den Stickstoff- und 
Gasstoffwechsel bei einer Nahrung untersucht, die erstens vitaminfrei 
und zweitens zellsalzarm war. Kochsalz erhielt das Versuchstier in 
geniigender Menge (0,3 g NaCl pro Kilogramm Kérpergewicht). Tsuji 
ging dabei von der Erwigung aus, daB gerade der Mangel an Zellsalzen 
im Verein mit demjenigen der Vitamine gewisse, der Avitaminose 
eigentiimliche Stoffwechselstérungen verstaérkt zur Anschauung bringen 
kénnte. 

Wir wissen nun itiber den EinfluB der Salze auf den Stoffwechsel 
der organischen Kérpersubstanz folgendes: 

Das Kochsalz bewirkt bei der Zufuhr von sehr kleinen Mengen 
(kochsalzarme Nahrung) eine Steigerung des N-Umsatzes; Zufuhr 
etwas gréBerer Mengen, wie sie der mundgerecht gesalzenen Nahrung 
entsprechen, rufen eine Einschrinkung des N-Umsatzes hervor; Zufuhr 
noch gréBerer Mengen von etwa 0,6 bis 1,1 g pro Kilogramm K6rper- 
gewicht bewirken wohl wegen der dabei auftretenden Diurese eine 
Erhéhung des N-Umsatzes. Ein EinfluB des Kochsalzes auf die Oxy- 
dationsprozesse besteht nicht (vgl. dazu v. Noorden, Handbuch der 
Pathologie des Stoffwechsels, 2. Aufl. Berlin 1906). 

Uber den Einflu8 der Zellsalze ausschlieBlich des Calciums auf 
den Umsatz der organischen Substanz bei vitaminfreier Ernahrung 
wissen wir aus einer Arbeit Asadas (2) aus dem hiesigen Laboratorium, 
daB die Zellsalze eine Steigerung der Oxydation und eine N-Retention 
verursachen kénnen, weil bei gleicher Kochsalzzufuhr mit der Nahrung 
von etwa 0,36g pro Kilogramm Kérpergewicht der Ausfall der Zell- 
salze eine vermehrte N-Ausscheidung und eine Herabsetzung des Gas- 
wechsels bewirkten. 
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Der Tsujische Hund bekam bei gleicher Grundnahrung ungefihr 
dieselbe Kochsalzmenge mit der Nahrung wie der Asadasche Hund. 
Der Tsujische Hund war aber im Vergleich zum Asadaschen Hunde 
immer zellsalzfrei und vitaminfrei erndhrt worden. Der Tsujische 
Hund zeigte eine allmahlich zunehmende Vermehrung der N-Aus- 
scheidung bis auf eine pramortale Periode, in der es zu N-Retentionen 
kam, und ebenso wie der Asadasche Hund in seiner zellsalzfreien 
Periode eine Abnahme der Oxydation. 

Ich selbst (3) habe endlich einen Hund vitaminfrei mit derselben 
Grundnahrung, wie sie der Asadasche und der Tsujische Hund er- 
halten hatten, aber mit nur 0,15g Zellsalzgemisch pro Kilogramm 
ernahrt. Dieser Hund blieb bei gleichzeitiger abundanter Ern&ihrung 
in einer positiven N-Bildung, bis sich sekundire Magen- und Darm- 
stérungen bei ihm einstellten. 

Aber sowohl der T'sujische Hund, der nur mit kleineren Zellsalz- 
mengen ernihrt worden war, wie mein Hund, der die geniigende Zellsalz- 
menge erhalten hatte, starben schlieBlich, und zwar nach ungefahr 
gleicher Zeit der avitaminésen Ernahrung. Der Tsujische Hund, der 
bei Beginn der vitaminfreien Ernahrung 10,2 kg wog, starb am 106. Tage, 
mein Hund, der bei Beginn der vitaminfreien Ernaihrung 8,2 kg wog, 
starb am 102. Tage. 

Daraus geht schon hervor, daB ein gréBerer oder geringerer Gehalt 
der Nahrung an Zellsalzen die Krankheitsdauer bei der Avitaminose 
nicht beeinfluBt. Das Entscheidende ist der Vitaminmangel und nicht 
der Zellsalzmangel. 

In mehreren anderen Fillen habe ich im hiesigen Laboratorium 
sehen kénnen, daB auch Hunde, besonders jiingere Tiere, trotz geniigen- 
den Kochsalz- und Zellsalzgehaltes der Nahrung, aber bei vitaminfreier 
Kost oft schon nach wenigen Wochen unter schweren Avitaminose- 
erscheinungen (Lahmungen, Augenerkrankungen, skorbutische Blu- 
tungen) zugrunde gingen. 

Wenn also auch der Zellsalzmangel geeignet ist, gewisse, auch bei 
der Avitaminose auftretende Erscheinungen am Stoffwechsel durch 
gleichsinnige Wirkung zu verstairken, so wird doch durch ihn niemals 
das typische Gesamtbild der Avitaminose hervorgerufen, und er ist 
auch ohne Einflu8 auf die Schnelligkeit der Entwicklung der avita- 
minésen Erscheinungen und des Todeseintrittes. 

T scherkess (4) gibt auf Grund seiner Versuche an Tauben an, dab 
bei der Entstehung der Avitaminose anorganische Elemente wie Jod, 
Mangan und Silicium keine Rolle spielen. 

Ich fand nun bei zwei Gruppen von Tauben, die bei freiwilliger 
Nahrungsaufnahme das gleiche vitaminfreie Futter bekamen und von 
denen die erste Gruppe Kochsalz und Zellsalze, die zweite aber nur 
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Kochsalz in der Gewichtsmenge der gesamten Salze der ersten Gruppe 
erhielt, dab beide Tiergruppen eine ungefihr gleiche Lebensdauer 
zeigten. Es lieB sich also auch hier, genau wie wir es bei den beiden 
Hunden von T'suji und mir sahen, kein nennenswerter lebensverkiirzen- 
der EKinfluB durch den Mangel an Zellsalzen feststellen. Die erste Tauben- 
gruppe (mit Zellsalz) lebte im Durchschnitt 35,4 Tage, die zweite 
Gruppe (ohne Zellsalz) 31,5 Tage. Die Kérpergewichtsabnahme betrug, 
auf 100g durchschnittliches Anfangsgewicht berechnet, bis zu dem 
23. Versuchstage, nach dem die ersten Tiere in beiden Gruppen alsbald 
starben, bei der ersten Gruppe 39,6 Proz., bei der zweiten Gruppe 
36,4 Proz. 

Aus allen diesen Beobachtungen an Hunden und Tauben geht 
also hervor, daB die Armut der Nahrung an Zellsalzen (Ca, Mg, P, 
Fe, J) bei einer gleichzeitig vitaminfreien Ernahrung nicht lebens- 
kiirzend wirkt. Ein gréBerer oder geringerer Kochsalzgehalt der Nahrung 
innerhalb gewisser Grenzen ist ebenfalls in dieser Hinsicht ohne EinfluB. 

Umgekehrt ruft auch, wie Suski(5) in unserem Laboratorium 
zeigte, bei avitaminés ernihrten Tauben, bei denen die nervésen 
Stérungen eben beginnen sich einzustellen, eine verstirkte KCl-, CaCl,-, 
NaCl- oder auch Harnstoffzufuhr durch intravenése Injektion keine 
Beschleunigung im Ausbruch der nervésen Avitaminoseerscheinungen 


hervor. 


Versuchsprotokolle. 


Ich hatte zwei Gruppen von je fiinf Tauben. Beide Gruppen bekamen 
Wasser und polierten Reis nach Belieben und auBerdem am 22. Versuchstage 
noch mit dem Reis WeizeneiweiB, um die Nahrung mit N anzureichern. 
Die erste Gruppe wurde taiglich auBerdem kiinstlich mit Zellsalz + Kochsalz, 
die zweite Gruppe nur mit Kochsalz gefiittert. Die Salzfiitterung machte 
ich folgendermaBen. Ich stellte mir Pillen nachstehender Zusammen- 


setzung her. 


a) Salzgemisch . : a" 10,0 ¢ 
Vitaminfreies Weinenciweif ot 5a ie 
Gummiarab. q. 8. ut fiant pilulae Nr. 200. 


b) Kochsalz . e's 10,0 ¢g 
Vitaminfreies Weiseneiweid _ oe fT 
Gummiarab, q. s. ut fiant pilulae Nr. 200. 


Das Salzgemisch fiir die Pillen a) bestand aus: 


Kochsalz 
Cale. phosph. 100,0 
Mag. citric. rare | eee ae 
ee ee ae eel a6. 6 6 wy a +, 
Ferr. citric. ce <a ks hw en be es 5 eee 
See 6 8 te a Se SS Oe we 0,05) in Lésung 
ree SSeS bee stedis 4 ares’ s OQ Fe Bem 


250,0 
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Den Tauben der ersten Gruppe wurden, und zwar jedem Tier pro Tag 
drei Pillen (a), den Tauben der zweiten Gruppe jedem Tier pro Tag drei 
Pillen (b) mit einer Pinzette in den Kropf eingefiihrt. 

Von der zweiten Gruppe (Kochsalztieren) starb ein Tier an einer inter- 
kurrenten Krankheit schon nach 4 Tagen. Bei der Berechnung der Versuchs- 
ergebnisse ist dieses Tier unberiicksichtigt geblieben. 

Vor Beginn der Reisfiitterung waren die Tauben mit Erbsen reichlich 
ernahrt worden, so daG sie in gutem kérperlichen Zustande in den Versuch 
kamen. 

In der nachstehenden Zeichnung sind die Gewichtskurven zusammen- 
gestellt. 





tr \"F 
| 


——— 











Abb.1. Gruppe 1 pro Tag und Tier 0,075g Zelisalz + 0,075 g Kochsalz 























Gruppe 2 pro Tag und Tier 0,15 g Kochsalz. 
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Uber die lipolytische Theorie der Immunhimolyse. 


Von 


R. Brinkman und A. v. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitat zu Groningen. ) 


(Eingegangen am 31. Januar 1924.) 


Vorliegende kleine Mitteilung nimmt ihren Ausgangspunkt aus 
unseren Studien tiber die chemische Genese der perniziésen (1) Anaimien 
und hat die Frage zum Gegenstande, ob die Immunhimolyse als 
eine Lipolyse aufgefaBt werden kann in dem Sinne, daB durch die 
fermentative Wirkung der Immunkérper Fette oder Phosphatide unter 
Freikommen von Fettsiuren gespalten werden, die dann durch ihre 
bekannte himolytische Wirkung die Lyse der roten Blutkérperchen 
bedingen. 

Die direkte Anregung zu dieser kleinen Arbeit gab einerseits der 
Umstand, daB in der letzten Zeit Beobachtungen mitgeteilt wurden, 
die eine derartige Theorie stiitzen kénnten, und uns andererseits eine 
Methode zum quantitativen Nachweis freier Fettsiuren zur Verfiigung 
stand, die, den bisherigen Methoden weit itiberlegen, schon sehr geringe 
Spuren freier Fettsiuren mit Sicherheit erkennen lieB. Unsere Auf- 
merksamkeit auf die freien Fettsiuren wurde durch unsere Perniciosa- 
studien gelenkt, die uns dann auch den AnlaB gaben, die genannte 
Fettsiurebestimmungsmethode unter Mitwirkung von 7’. Tominaga (2) 
auszuarbeiten. 

Die lipolytische Theorie der Immunhimolyse nimmt ihren Ausgangs- 
punkt aus den Arbeiten von C. Neuberg una C. Reicher (3), die bei Immun- 
seren gegeniiber Lecithin und Rizinusél eine relativ hohe lipolytische 
Aktivitat fanden. 

Eine wesentliche Stiitze erfuhr die Theorie in letzter Zeit durch die 
Mitteilung von J. W. Jobling und C. G. Bull (4), die bei der Immunisierung 
ebenfalls eine erhéhte lipolytische Fahigkeit im Serum fanden, die durch 
Titration mit n/10 NaOH nachgewiesen wurde. Besonders starke Saure- 
produktion wurde erhalten, wenn dem Immunserum die homologen Blut- 
kérperchen zugesetzt wurden. Diese Wirkung war weitgehend von der 
Aktivitét des Komplementes abhingig. Nachdem die produzierte und 
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durch Titration nachgewiesene Saure durch Ather ausschiittelbar war, ist 
die am naheliegendste Deutung der Versuche die, da8 unter Einwirkung 
der Immunsera Lipoide unter Freikommen von Fettséuren gespalten wurden. 

In letzter Zeit fanden O. Olsen und K. Goette (5) eine weitgehende 
Analogie zwischen normaler tri- und mono-butyrinspaltender Blutlipase 
und dem Endstiick des Komplements tiberall, wo Endstiick, auch Lipase, 
die auch in ihrer Wirksamkeit eine Parallele zeigen. Das Komplement- 
Endstiick sei also die butyrinspaltende Lipase, die durch den Amboceptor 
und das Mittelstiick an die Lipoide der antigenen rcten Blutkérperchen 
— ihr Substrat — gebunden wird. 


Die angewandte Fettsiurebestimmungsmethode wird gleichzeitig 
in dieser Zeitschrift mitgeteilt. An dieser Stelle sei tiber dieselbe also 
nur so viel angegeben, daB sie die quantitative Bestimmung der hohen 
Fettsiuren mit einem additiven Fehler von 0,0002 g, also 0,0000008 Mol. 
gestattet. Diese Methode ist also der titrimetrischen, besonders in 
Gegenwart von Eiweifstoffen, sehr weitgehend tiberlegen. Wire also 
die Aciditaétszunahme in den obigen Versuchen durch das Freikommen 
von héheren Fettsiuren bedingt (und stark himolytisch wirken nur 
die héheren Fettsiuren), so hatten wir diese sicher nachweisen kénnen, 
entsprechen doch die von Jobling und Bull als Unterschied gefundenen 
0,9cem NaOH = etwa 0,250 mg Fettsiure. 


Unsere Versuche waren folgendermaBen angestellt : 


Schafblut wird mit Ringev dreimal griindlich gewaschen. Die scharf 
abzentrifugie ten Blutkérperchen werden mit Ringer auf das doppelte 
Volumen verdiinnt, also auf ungefihr zwei Drittel des urspriinglichen 
Blutvolumens gebracht. Je 10 ccm dieser Suspension werden mit 0,2 cem 
Amboceptor (doppelter Grenztiter) versetzt und tiichtig durchgeschiittelt, 
dann '/, Stunde im Wasserbade von 37° belassen. Nun wird zu 10 cem 
der sensibilisierten Blutkérperchen 1 cem Komplement zugesetzt') und die 
Mischung 1 Stunde lang ins Wasserbad gesetzt. Dann werden nochmals 
0,5 cem Komplement zugesetzt und eine weitere Stunde bebriitet. Dann 
wird die Mischung in Aceton ausgegossen und die Fettsiurebestimmung 
vorgenommen. Zur Kontrolle werden 10 ccm sensibilisierter Blutkérper- 
chen und 1,5cem Komplement gesondert bebriitet und dann isoliert in 
dasselbe Aceton eingegossen. Es werden je zwei von den genannten 
Versuchen paralle! ausgefiihrt. 

Die Fettsiurebestimmung ergab die folgenden Werte (Zahlen bedeuten 
gefundene Fettsiure in Milligrammen in 10 cem Blut.) 





Versuch Kontrolle 
eS eee 1,0 ll 
Ween sg we et 1,2 13 
13 


Mittelwert. ..... 11 


1) 0,l cem sensibilisierter Blutkérperchen wird in 1 com Ringer durch 
0,006 cem des Komplementes in '/, Stunde komplett haimolysiert. 
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Das Resultat war also vollikommen negativ. Ein zweiter, in ahnlicher 
Weise angestellter Versuch ergab dasselbe negative Resultat. Hier wurde 
im Hamolyseversuche ebenfalls 1,1, in der Kontrolle 1,2 mg gefunden’). 


Nun versuchten wir uns tiber die Richtigkeit der Theorie von 
Olsen und Goette zu tiberzeugen. Die Identitaét der Blutlipase mit dem 
Komplement wire allerdings eine starke Stiitze der Fermenttheorie, 
trotz des negativen Ausfalles der chemischen Versuche. Die von Olsen 
und Goette angefiihrten Beweise sind keine direkten, und die SchluB- 
folgerung stiitzt sich nur auf eine Parallele. 


Die Frage war fiir uns um so interessanter, da wir anlaBlich unserer 
Studien iiber die Genese der perniziésen Animie Gelegenheit hatten, uns ein- 
gehender mit der Blutlipase zu beschiftigen. Diese Versuche, die a. a. O. 
eingehender beschrieben werden, brachten uns zu der Uberzeugung, da im 
normalen Blute keine Lipase fiir hjhere Fette und Phosphatide zirkuliert, 
andererseits die butyrinspaltende Lipase die Verbindungen héherer Fett- 
siuren nicht spaltet. Es hatte sich aber im Sinne der Olsen-Goetteschen 
Theorie denken lassen, da8 die Butyrase eben erst durch den Amboceptor 
und das Mittelstiick an ihr Substrat, Fette oder Phosphatide gebunden 
werde. Hieriiber wurde folgender Versuch angestellt. 

10 cem scharf abzentrifugierte, dreimal mit Ringer griindlich gewaschene 
Schafblutkérperchen werden durch 0,4cem Amboceptor (Titer 2,000) 
sensibilisiert. Dann werden 3ccm Komplement (frisches Caviaserum) 
zugegeben. Nach 5 Minuten Bebriitung im Wasserbade wird scharf 
abzentrifugiert. Die obenstehende klare Fliissigkeit wird abpipettiert 
und parallel mit unbehandeltem Komplement auf hamolytische und 
lipolytische Kraft gepriift. 

Hamolyse: Von lcem Komplement wird eine geometrische Ver- 
diinnungsreihe mit den Verdiinnungen 4%, '/,, '/,, '/,, usw. angefertigt. 
Auf lcem verdiinnten Komplements wird 0,1 cem sensibilisierter Blut- 
kérperchen gegeben. Resultat nach 15 Minuten bei 37°: 














M9 


Komplement (unbeh.) . 
Komplement (n. Kom- 
plementablenkungs- 
Das + -Zeichen bedeutet komplette, das (+) deutliche, aber inkomplette 
Hamolyse. 


Aus diesem Versuch geht also hervor, daB das Komplement, das sonst 
eine starke Wirksamkeit zeigte, durch die sensibilisierten Blutkérperchen 
vollkommen abgelenkt und beim Abzentrifugieren der Fliissigkeit entzogen 
wurde. 

Die butyrinspaltende Kraft wurde folgendermaBen gepriift: Zu 1 ccm 
Serum werden 2 cem 2proz. Monobutyrin in Aqua dest. und 0,2 ccm 10proz. 


') Zur kompletten Hamolyse (in isotonischer Phosphatlésung) von 
10cem 50proz. Blutkérperchen sind bei kiinstlicher Zufiigung 10 mg 
Olsiure ndtig. 
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NaCl gegeben. Hiervon wird lcem mit n/10 NaOH titriert (Indikator 
Phenolphthalein) und der Rest bei 37° 2,5 Stunden bebriitet. Hiernach 
wird nochmals 1 cem titriert. Als Kontrolle dient 1 cem Serum mit 2 ccm 
Aqua dest. und 0,2 cem NaCl, und andererseits 2 cem Butyrin mit 0,2 cem 
NaCl und | cem Ringer. Die Zahlen bedeuten den Unterschied der ver- 
brauchten Menge von n/10 NaOH vor und nach der Inkubation. 











Kontrolle 1 Kontrolle 2 


Versuch 
Serum unbehandelt. ..... . 0,32 0 0 
Serum n. Komplementablenkung 0,38 0 0 


Wir finden also trotz vollkommener Komplementablenkung eine 
ungeschwachte lipolytische Kraft. Das Komplement kann also nicht mit 
der Lipase identisch sein. 

Es schien uns endlich in bezug auf die Theorie der Immunhimolyse 
nicht ganz ohne Interesse, unserer Arbeit noch einige Versuche mit 
Reversicn der Hiamolyse anzuschlieBen. Wie a. a. O. beschrieben 
wurde (6), laBt sich bei der Fettsiure und der Hypotoniehimolyse 
das freigemachte Hamoglobin wieder an die Stromata binden, wenn 
man mit isotonischer Salzlésung verdiinnt. 


Es wurden also dreimal mit Ringer gewaschene Schafblutkérperchen 
mit destilliertem Wasser komplett hamolysiert und zum himolysierten 
Blut eine Menge 10proz. NaCl zugegeben, die zur Wiederherstellung der 
Isotonie nétig war, worauf die Reversion der Hamolyse eintritt. Mit diesen 
revertierten Blutkérperchen wurde nun in iiblicher Weise die Immun- 
hiimolyse ausgefiihrt. Hicrbei zeigte sich, daB die revertierten Blutkérperchen 
sich in derselben Weise betragen, wie normale, vorher unhimolysierte 
Blutkérperchen, d. h. durch isolierten zugefiigten Amboceptor oder Kom- 
plement nicht angegriffen werden, jedoch durch Amboceptor plus Kom- 
plement glatt aufgelést werden. 

Es schien uns auch interessant, zu untersuchen, ob nach der Immun- 
hamolyse bei Verdiinnung mit einer Salzlésung eine Reversion méglich sei, 
wie dies wohl bei einer Reihe anderer Arten von Hamolysen der Fall ist, 
wie es a.a.O beschrieben wurde (6). 

Um bei diesem Versuche eine iiber die Chromolyse ausgehende Hiimolyse 
auszuschlieBen, wurde der Vorgang der Himolyse unter Messen des elek- 
trischen Widerstandes verfolgt und kontrolliert. Der Versuch wurde derart 
angestellt, da8 mit Amboceptor sensibilisierte Blutkérperchen stufenweise 
mit stets mehr und mehr Komplement versetzt wurden, bis komplette 
Hiamolyse eintrat. Gleichzeitig wurde der elektrische Widerstand der Blut- 
kérperchensuspension und hierdurch auch der der Blutkérperchen gemessen. 
Hierbei beobachteten wir wahrend der Hiimolyse das durch Stewart be- 
schriebene langsame Steigen des elektrischen Widerstandes der Blut- 
kérperchen. War die komplette Hamolyse bei stets gesteigertem Wider- 
stande eingetreten, so wurde die Blutkérperchensuspension dem Wasserbade 
entnommen und der Reversionsversuch durch Verdiinnen mit Kochsalz- 
lésung angestellt. Der gesteigerte elektrische Widerstand versicherte uns, 
daB die Hamolyse nicht iiber die Chromolyse hinausgegangen war. Trotzdem 
zeigte sich aber, daB bei dem derart hamolysierten Blute keine Reversion 
auszulésen war, so da8 wir vorliufig annehmen miissen, daB nach der 
Immunhiamolyse keine Reversion mdéglich ist. 
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Zum Schlusse sei noch folgenden kleinen Versuchs Erwahnung getan: 
Dreima] mit Ringer gewaschene Blutkérperchen werden mit destilliertem 
Wasser himolysiert. Zu einem Teil des himolysierten Blutes wird Ambo- 
ceptor vom doppelten Grenztiter zugefiigt. Zur zweiten Portion kommt 
Komplement des doppelten Endtiters. Zum dritten Teil kommt Ambo- 
ceptor plus Komplement. Nach einer Viertelstunde Inkubation wird mit 
allen drei Portionen die Reversion ausgefiihrt. Portion I und II geben 
normale Reversion. In Réhre ITI kommt keine Reversion. Parallele Versuche 
ergeben das gleiche Resultat, so da8 geschlossen werden kann, da das 
System Amboceptor plus Komplement auch dann zu wirken imstande ist, 
wenn Stroma und Hiamoglobin getrennt sind, und zur Entfaltung der 
himolytischen Wirkung keine Verbindung des Hiamoglobins mit dem 
Stroma nétig sei. Ob das immunhamolytische System seine Wirkung auf 
die Stromata oder auf das Hamoglobin ausiibt, sei der Gegenstand spaterer 
Untersuchungen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird in vorliegender Arbeit mit Hilfe einer besonders genauen 
direkten chemischen Methode die Frage untersucht, ob bei der Immun- 
himolyse héhere Fettsiuren aus ihren chemischen Verbindungen frei- 
gemacht werden. Es konnte bei der Immunhimolyse kein Freikommen 
von héheren Fettséuren nachgewiesen werden. 

AnlaBlich dieser Arbeit wurden noch folgende Befunde erhoben: 

2. Nach vollstindiger Komplementablenkung ist die lipolytische 
Kraft des Serums Monobutyrin gegeniiber ungeschwicht erhalten. Die 


Blutlipase kann also mit dem Komplement nicht identisch sein. 

3. Immunhimolyse kann ebensogut an revertierten, wie an 
normalen Blutkérperchen ausgefiihrt werden, hingegen ist nach Immun- 
haimolyse keine Reversion méglich. 

4. Das System Amboceptor plus Komplement ist auch dann im- 
stande, seine Wirkung zu entfalten, wenn Stromata und Hamoglobin 
durch Hypotoniehimolyse voneinander getrennt sind. 
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Versuche iiber die anaphylaktogene Wirkung 
kristalloider Substanzen. 


I. Mitteilung: 
Cher Atoxyliiberempfindlichkeit. 


Von 
Kurt Meyer und M. E. Alexander (Waterbury, Conn.). 


(Aus der bakteriologischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 1, Februar 1924.) 


Die Bemiithungen, auf experimentellem Wege einen Einblick in 
das Wesen der Idiosynkrasien zu gewinnen, werden am ehesten auf 
Erfolge rechnen diirfen, wenn sie zunichst die Aufklarung der erworbenen 
Uberempfindlichkeiten gegen Substanzen von bekannter chemischer 
Struktur, also das Gebiet der Arzneiiiberempfindlichkeitszustainde, in 
Angriff nehmen. Hier dirften die Entstehungsbedingungen leichter 
experimentell zu priifen sein als etwa bei den angeborenen Nahrungs- 
mittelidiosynkrasien. 


Die Aufschliisse, die die experimentelle Forschung auf dem Gebiete 
der EiweiBiiberempfindlichkeit gewann, eréffnete auch Ausblicke auf ein 
Verstandnis dey Arzneiiiberempfindlichkeit. Es war Wol//-Eisner'), der 
zuerst beide Erscheinungen in Beziehung zueinander setzte. Auf die Versuche 
von Obermayer und Pick iiber Strukturspezifitat sich stiitzend, nahm er 
zur Erklarung der Jodiiberempfindlichkeit an, da®B das Jod bei seinem 
Eintritt in den Organismus mit den EiweiSkérpern unter Bildung von 
JodeiweiBkérpern reagiere und daB8 diese, in ihrer Struktur dem Organismus 
entfremdet, wie artfremdes EiweiB eine JodeiweiBiiberempfindlichkeit 
erzeugen, so da8 dem Organismus von neuem zugefiihrtes Jod, wieder tiber 
dem Wege der JodeiweiSbildung, die bekannten Symptome der Eiweib- 
vergiftung hervorrufen kann. 

Die anaphylaktische Natur der Arzneiiiberempfindlichkeit suchten 
dann verschiedene Forscher durch passive Ubertragung des Zustandes 
mit dem Serum auf Meerschweinchen nachzuweisen. Friedberger und /to*) 
glaubten auch direkt beim Meerschweinchen eine aktive Jodiiberempfindlich- 
keit erzeugt zu haben. Aber die Ergebnisse aller dieser Versuche wirken 
nicht sehr iiberzeugend, wenn man sie mit der RegelméBigkeit und Ein- 
deutigkeit der Resultate bei der EiweiSiiberempfindlichkeit vergleicht 

Ganz fiir sich steht die Angabe von H. Curschmann*), daB es gelingt, 
beim Meerschweinchen mit Ursol (Chinondiimin) typische Anaphylaxie 
1) A. Wolff-Eisner, Dermatol. Centralbl. 10, 164, 1907. 

2) E. Friedberger und T. Ito, Zeitschr. f. Immunitatsf. 12, 241, 1912. 
3) H. Curschmann, Miinch. med. Wochenschr. 1921, 8. 195. 
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zu erzeugen, womit eine Erklérung fiir die Genese des Ursolasthmas der 
Pelzfarber gegeben wire. 

Das Gebiet der Strukturspezifitat der EiweiSkomplexverbindungen 
ist durch die wichtigen Arbeiten von Landsteiner und seinen Mitarbeitern ') 
in den letzten Jahren mit so groBem Erfolge bearbeitet worden, da8 uns eine 
weitere Verfolgung des von Wolf/-EHisner gewiesenen Weges Aussicht auf 
einen Einblick in das Wesen der Arzneiiiberempfindlichkeiten zu bieten schien. 
Landsteiner zeigte, daB bei der Kuppelung von Eiwei8 mit verschiedenen 
chemischen Substanzen — die interessantesten Ergebnisse wurden mit 
Diazoverbindungen erzielt — diese dem Komplex seinen antigenen 
Charakter aufprigen. Mit ihm erzeugte Antikérper (Prazipitine) reagieren 
daher mit allen EiweiBverbindungen, die die gleiche chemische Gruppe 
enthalten, unabhangig von der Natur der Eiwei8komponente, wahrend 
eine Reaktion mit dem zur Kuppelung benutzten nativen Eiwei8 nicht oder 
nur in abgeschwichtem MaBe erfolgt. Landsteiner konnte dann weiter 
noch wahrscheinlich machen, da8 die Antikérper auch mit den einfachen 
chemischen Substanzen, von denen bei der Herstellung der Diazoverbin- 
dungen ausgegangen war, reagierten; zwar geben diese keine Fallung mit 
den Antikérpern, aber sie scheinen das Phiinomen der _,,spezifischen 
Hemmung zu bieten. Jedenfalls geht aus den Versuchen Landsteiners 
hervor, daB einfache chemische Substanzen durch Kuppelung an Eiwei6 
auf sie spezifisch eingestellte Antikérper erzeugen kénnen. 


Wir stellten uns nun die Frage, ob es gelingt, auf demselben Wege 
eine spezifische Uberempfindlichkeit gegen einfache chemische Sub- 
stanzen oder wenigstens gegen Verbindungen solcher Substanzen mit 
Eiwei8 experimentell zu erzeugen. Wir gingen aus von Metanilsiure und 
p-Arsanilsdure (Atoxyl), die nach den Vorschriften Landsteiners als Diazo- 
verbindungen mit Pferdeserum und Hammelserum gekuppelt wurden. 

Die ersten Versuche betreffen aktive Sensibilisierung. Meerschweinchen 
von 240 bis 300g Gewicht erhielten intraperitoneal | ccm einer | proz. 
Lésung der Pferdeserumverbindungen. Die Priifung auf Anaphylaxie 
erfolgte nach 4 Wochen. 

Die Versuche mit Metanilsdure miissen ausscheiden. Zwar war 
Anaphylaxie gegen die zur Vorbehandlung benutzte Metanilséure-Pferde- 
serumverbindung ohne weiteres nachweisbar. Dagegen lieB sich das Ver- 
halten gegen Metanilsiure selbst und gegen die Metanilsiure-Hammel- 
serumverbindung nicht genauer feststellen, da diese bei intravenéser Injektion 
schon an sich bei Kontrolltieren zu stark toxisch wirkten. 

In der Atoxyl-Versuchsreihe wurde festgestellt, daB noch 0,1 cem der 
zur Vorbehandlung benutzten Lésung bei intravenéser Injektion akut 
(3 Minuten) tédlich wirkte. Weiter ergab sich, daB Atoxyl selbst in einer 
Menge von 0,05 g nicht die geringsten Erscheinungen hervorrief, waihrend 
0,1 g auch bei Normaltieren bereits toxisch wirkte. Zwei vorbehandelte 
Meerschweinchen, die 0,05 g Atoxyl intravenés erhalten hatten, reagierten 
am nichsten Tage auf intravenése Injektion von 0,2 cem Atoxyl-Pferde- 
serum mit akut tédlichem anaphylaktischen Anfall, das Atoxyl hatte also 
keine Antianaphylaxie erzeugt. Die Priifung mit Atoxyl-Hammelserum 
ergab nicht ganz klare Resultate. Wiahrend ein Tier nach Injektion von 


1) Karl Landsteiner und H. Lampl, diese Zeitschr. 86, 343, 1918: Kar/ 
Landsteiner, ebendaselbst 98. 106, 1919. 
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1 cem zwar schwer krank und gelahmt war, aber keine Krampfe und keinen 
Temperatursturz (37°) zeigte, reagierte ein zweites auf Injektion von 0,5 cem 
mit Krampfen und Temperaturabfall auf 36,1°, blieb aber am Leben. Fiir 
weitere Versuche standen in dieser Serie keine Tiere mehr zur Verfiigung. 


Die Versuchsre‘he zeigt, daB die Atoryl-ERiweifverbindung ana- 
phylaktogene Eigenschaften besitzt, dag sie aber nur Uberempfindlichkeit 
gegen sich selbst, nicht gegen reines Atoxyl erzeugt. Das Atoxy! scheint 
mit den anaphylaktischen Antikérpern tiberhaupt nicht in Reaktion 
zu treten, da sonst eine Desensibilisierung zu erwarten gewesen wire. 
Die Frage der Strukturspezifitat der Anaphylaxie, d.h. ob sie sich 
auf andere Atoxyl-EiweiBverbindungen erstreckt, lieB sich nicht mit 
Sicherheit entscheiden. 


In dieser Beziehung lieferten nun weitere Versuche iiber passive 
Anaphylazxie ganz eindeutige Ergebnisse. Ein Kaninchen erhielt in fiinf- 
tagigen Abstanden je 5ccm der Atoxyl-Pferdeserumverbindung intra- 
peritoneal. Das 10 Tage nach der letzten Injektion entnommene Serum 
wurde Meerschweinchen, nach Vorversuchen zur Feststellung der geeigneten 
Dosis, in einer Menge von 3 ccm intraperitoneal injiziert. Die Priifung 
auf Anaphylaxie geschah am folgenden Tage. LEinige Versuche sind in 
der nachfolgenden Tabelle wiedergegeben. 

Zunichst ergab sich auch hier, daB eine Uberempfindlichkeit gegen 
reines Atoxyl nicht eingetreten war. Was die Empfindlichkeit gegen die 
zur Vorbehandlung benutzte Atoxyl-Pferdeserumverbindung betrifft, so 
rief diese in einer Menge von 0,1 ccm akuten Tod, bei 0,05 ccm 
noch deutliche anaphylaktische Erscheinungen hervor. Das bemerkens- 
werteste Ergebnis dieser Reihe aber ist, daB8 die Atoxyl-Hammelserum- 
verbindung anscheinend ebenso toxisch wirkte wie die Pferdeserumverbindung ; 
wenigstens bewirkten auch von ihr 0,1 ccm akuten Tod, wihrend allerdings 
die gréBere Dosis von 0,2 ccm nur schwerste anaphylaktische Symptome 
ausléste. Injektion von Atoxyl selbst bewirkte auch hier keine Herab- 
setzung der Empfindlichkeit gegen die Pferdeserumverbindung. 


Tabelle I. Alle Tiere mit 3cem Serum eines mit Atoxyl-Pferdeserum- 
verbindung immunisierten Kaninchens intraperitoneal vorbehandelt. 
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Die Ergebnisse der Versuche mit passiver Anaphylaxie erganzen 
somit in erwiinschter Weise die bei der aktiven Anaphylaxie erhaltenen 
Resultate. Sie zeigen eindeutig, da die mit der komplexen Atozxyl- 
Eiweifverbindung erzeugte Anaphylaxie strukturspezifischen Charakter 
hat, d.h. nicht die EiweiBkomponente ist es, die den Eintritt der 
Reaktion vermittelt, sondern die Atoxylgruppe. Man wird diesen 
Zustand daher als Atoryliiberempfindlichkeit bezeichnen dirfen. 


Wenn das Atoxyl selbst keine Erscheinungen auslést, so kann das 
mehrere Griinde haben. Einmal wire zu priifen, ob nicht etwa das dia- 
zotierte Atoxyl, das ja eigentlich an das EiweiB gekuppelt ist, wirksamer 
ist. Sodann ware es méglich, wie schon Landsteiner angedeutet hat, dab 
eine gewisse GréBe des Molekiils Bedingung ist, damit entweder iiberhaupt 
die Reaktion zwischen Antigen und Antikérper erfolgt oder doch zu den 
bekannten anaphylaktischen Erscheinungen fiihrt. 

Inwieweit der Nachweis, daB chemisch einfache kristalloide Substanzen 
auf dem Wege der Kuppelung an Eiwei8 spezifisch anaphylaktogen wirken, 
zur Erklarung der Arzneiiiberempfindlichkeiten beitragen kann, miissen 
weitere Untersuchungen zeigen. Besonders wird zu priifen sein, ob nicht 
noch lockerere Bindungen zur Hervorbringung einer solchen Wirkung 
geniigen, da man im Organismus, besonders fiir die kurze Zeit zwischen 
Reinjektion und Auslésung des Anfalls, wohl nur mit losen Komplex- 
bildungen wird rechnen kénnen. 

Als unsere Versuche abgeschlossen waren, ersahen wir aus einem Referat 
in den Abstracts of Bacteriol. (7, 253, 1923), daB Landsteiner selbst in- 
zwischen an uns nicht zuginglicher Stelle (Verhandl. Koningl. Akad. d. 


Wetenschap. Amsterdam 25, 34, 1922) Versuche iiber Anaphylaxie mit 
Arsanilsiureazoproteinen mitgeteilt hat. Unsere Versuchsergebnisse 
scheinen sich im wesentlichen mit den seinen zu decken. Nur scheint er 
Desensibilisierung durch Atoxyl-Tyrosin, also eine relativ einfache Ver- 
bindung, beobachtet zu haben. 


Zusammenfassung. 


Meerschweinchen, die mit einer Verbindung von Pferdeserum und 
diazotiertem Atoxyl aktiv oder mit dem Serum eines mit der gleichen 
Verbindung immunisierten Kaninchens passiv vorbehandelt sind, er- 
weisen sich als anaphylaktisch gegen diese Verbindung. Die Uber- 
empfindlichkeit ist strukturspezifisch, d. h. sie besteht auch gegeniiber 
einer Atoxyl-Hammelserumverbindung und kann daher verallgemeinernd 
als eine Atoxyliiberempfindlichkeit bezeichnet werden. Allerdings lést 
Atoxyl selbst keine anaphylaktischen Erscheinungen aus und wirkt 
auch nicht desensibilisierend. Nur auf dem Wege iiber die Kuppelung 
an EiweiB hat es also sowohl anaphylaktogene wie Anaphylaxie aus- 
lésende Wirkung. 








Zur Kenntnis 
der Alkoxylgruppen des Holzes und des Lignins von Fichte. 


Von 
Erik Higglund und Bror Sundroos. 
(Aus dem Institut fiir Holzchemie der Akademie zu Abo, Finnland.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1924.) 


Die Tatsache, daB durch Trockendestillation oder alkalischen 
bzw. sauren AufschluB von Holz Methylalkohol entsteht, wurde schon 
langst als Beweis fiir die Anwesenheit von Methoxylgruppen in den 
Holzbestandteilen angesehen. Spiter ist erkannt worden, daB eigentlich 
nur das Lignin Trier von Alkoxylgruppen ist. Mit siedender Jod- 
wasserstoffsiure entstehen aus Lignin Alkyljodide, deren Menge, als 
Methoxyl berechnet, etwa 14 Proz. des Ligningewichtes ausmacht. 
Ob nun tatsiachlich die iberdestillierenden Alkyljodide nur aus Methyl- 
jodid bestehen oder etwa eine Mischung von verschiedenen Alkyl- 
jodiden sind, wurde bis jetzt nicht untersucht. Heuser und Schmelz’) 
behaupten wohl, daB es ihnen gelungen ist, durch Hydrolyse von Lignin 
mit verdiinnter Salzsiure eine quantitative Ausbeute von Methyl- 
alkohol zu gewinnen; aber unter den angegebenen Bedingungen war 
es*uns nicht méglich, mehr als 2 Proz. Methylalkohol statt etwa 15 Proz. 
zu erhalten*). Bei der Verzuckerung von Holz mit hochkonzentrierter 
Salzsiure wird ein Ligninriickstand gewonnen, der fast alles im Holz 
vorhandene Alkoxyl, als Methoxyl berechnet, enthalt*), Ein kleiner 
Teil der Alkoxylgruppen wird abgespalten und kann in der salzsauren 
Zuckerlésung nachgewiesen werden (Farber). Die festgestellte Menge 
Methylalkohol betrug héchstens, auf das Holzgewicht bezogen, 0,64 Proz. 

Bei der Sulfitzellstoffkochung werden ebenfalls geringe Mengen von 
Methylalkohol erhalten. Bergstrém*) gibt an 7 kg auf die Tonne Zellstoff, 
was rund 3,5 kg auf 1000 kg Holz entspricht, d. h. 0,35 Proz. Bei der Natron- 


1) Cellulosechemie 1, 49, 1920. 

2) Die Untersuchung verdanke ich meinem Mitarbeiter, Herrn Dr 
Eduard Farber. 

®) Vgl. Hdgglund, Arkiv f. Kemi 7, Nr. 8, 1918. 

*) Svensk Papperstidning 1914, H. 10, 8S. 116. 
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zellstoffkochung werden etwas gréBere Mengen von Methylalkohol gewonnen, 
und zwar nach Bergstrém und Fagerlind') 13 kg auf die Tonne Zellstoff 
oder etwa 0,5 Proz. auf Holz (Nadelholz) bezogen. Bei der Holzverkohlung 
erhalt man aus Nadelholz etwa 0,9 Proz. Methylalkohol. Die Ausbeute 
kann durch Zusiatze (z. B. von Alkali) etwas erhéht werden. In den oben 
erwahnten Fallen ist Methylalkohol tatsachlich nachgewiesen. Die Ausbeuten 
bewegen sich in den Grenzen zwischen 8 bis 25 Proz. der theoretischen 
Menge. 

Wie ich kiirzlich nachgewiesen habe, ist es méglich, die hydrolytische 
Abspaltung der Alkoxylgruppen wesentlich weiter zu treiben, und zwar 
durch Druckerhitzung der sogenannten Schwarzlauge, d.h. der Lauge, 
welche bei der Natronzellstoffabrikation erhalten wird, auf hohe Temperatur, 
z. B. 350°. Dabei wurden Alkoholausbeuten erhaiten, die, als Methylalkohol 
berechnet, auf etwa 30 Proz. Abspaltung schlieBen lassen*). Fischer und 
Schrader*) fanden ebenfalls kiirzlich, daB die Ligninkchle nach der Druck- 
erhitzung des Salzséurelignins nur ganz geringe Mengen Alkoxyl enthielt. 
Ahnliche Versuche hat kiirzlich Ritter*) ausgefiihrt. Er konnte z. B. durch 
wiederholte Erhitzung von Holzspainen von ,,western yellow pine‘ mit 
7proz. Natronlauge auf hohen Druck etwa 63 Proz. der berechneten Menge 
von Alkohol abspalten. Da ausschlieBlich Methylalkohol vorlag, wurde 
nicht festgestellt. In dem Holzriickstand war merkwiirdigerweise nach der 
Behandlung kein Alkoxyl mehr nachzuweisen. Hawley und Aiyar®) konnten 
bei der Aufstellung einer Bilanz zwischen dem ,,Methoxyl**-Inhalt einiger 
Holzarten und der Menge von ,,Methoxyl* in den Produkten der Trocken- 
destillation davon nur 70 Proz. wiederfinden. Dabei wurde, was wohl als 
nicht geniigend begriindet angesehen werden muB, die Ausbeute von Methan 
als von dem Methoxyl des Holzes stammend mit einberechnet. 


Wie bereits bemerkt wurde, wird immer angenommen, daB es sich 
hier ausschlieBlich um Methoxylgruppen handelt. Es ist aber niemals 
ein Versuch gemacht worden, diese Annahme zu stiitzen. Bei der 
Bestimmung nach Zeisel-Stritar kénnen selbstverstandlich andere Jod- 
alkyle in Frage kommen als Jodmethyl. Zwar sind bekanntlich keine 
anderen Alkohole als Methylalkohol bei der Hydrolyse beobachtet 
worden. Aber, wie wir gesehen haben, werden verhialtnismaBig geririge 
Mengen der theoretischen Alkoxylmengen abgespalten und in Substanz 
erhalten. Alles, was nicht abgespalten wird, entzieht sich der Be- 
urteilung. 

Die Frage, welche zuniichst beantwortet werden sollte, war, ob 
die Alkoxylgruppen des Holzes, in diesem Falle Fichtenholz, ausschlieBlich 
aus Methoxylen bestehen oder ob eventueil auch andere Alkoxyle vor- 
handen sind. Ferner sollte festgestellt werden, ob die Ausbeute an 
Alkoxyl der nach Zeisel-Stritar berechneten entsprach. 


') Papierfabrikant 7, 27, 78, 104, 129, 1908. 

*) Hdgglund, Acta Acad. Aboensis 2, Nr. 3, 1922. 

8) Abhandlung zur Kenntnis der Kohle 5, 332, 1922. 
*) Journ. ind. and eng. chem. 15, 124, 1923. 

5) Ebendaselbst 14, 1056, 1922. 
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Fir die Untersuchung wurde zunichst in Erwagung gezogen, 
die Destillation mit Jodwasserstoffsiure in so groBem Umfange vor- 
zunehmen, daB die Menge gebildeten Jodalkyls fiir eine quantitative 
Fraktionierung ausreichte. Bei naherer Uberlegung hat sich diese 
Methode als wenig geeignet erwiesen. In viel einfacherer Weise kommt 
man hier zum Ziel durch Benutzung von einer urspriinglich von Feist*) 
angegebenen und spiter von Wéilistdtter und Utzinger®) verbesserten 
Methode. Wenn nimlich bei der Benutzung der Zeisel-Stritar-Apparatur 
statt alkoholischer Silbernitratlésung Dimethylanilin oder besser eine 
10 proz. Trimethylaminlésung in absolutem Alkohol verwendet und die 
Destillation langsam betrieben wird, werden die Alkyljodide bis auf 
sehr geringe Mengen unter Bildung von Alkylphenyldimethylammonium- 
jodid bzw. Alkyltrimethylammoniumjodid aufgenommen und aus- 
geschieden. 

Es zeigte sich bei der Untersuchung von sowohl Holz als von 
daraus hergestelltem Lignin, daB das Alkoxyl in der Tat ausschlieBlich 
aus Methoryl bestand, da bei den Versuchen nur Phenyltrimethyl- 
ammoniumjodid bzw. Tetramethylammoniumjodid gebildet wurde. — 
Die Ausbeute stimmte mit der theoretischen iiberein. 

Damit ist endgiiltig festgelegt, daB die Alkoxylgruppen im Fichten- 
holz ausschlieBlich Methoxylgruppen sind. 


Versuche. 
I. Fichtenholz. 


Als Ausgangsmaterial wurde feinpulverisiertes Material benutzt. Das 
Holz wurde zuerst mit Aceton und Ather von Harz und Fett befreit. 


Alkoxylbestimmung nach Zeisel-Stritar. 





I ll 
er oe 9? gai h. Se ele Rae 0.2291 0.2938 
eee are eee oe 0,0769 0.0983 
Auf CH,O umgerechnet. ..... . . Proz. 4,43 4,42 


Mittel 4,43 


Alkoxylbestimmung nach Feist-W illstdtter. 


Vorlagefliissigkeit: 1 Teil Trimethylamin und 9 Teile absoluten Alkohols. 


Holzmenge . g 0.3196 0.3989 
Ausgeschiedene Menge Jodid der ‘Ammonium. 

base Z 0,0915 0.1119 
Bestimmung ‘des Jodgehaltes ‘im Jodid . Proz. 64,0 — 
Berechnet fiim (CH,),N a 63,14 — 
Ausbeute von C H,O in a des Holzgew ichtes 44 4,34 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 38, 2094, 1900. 
2) Liebigs Ann. 382, 148, 1911. 
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II, Lignin. 
A. Alkalilignin. 

Holzspine von Fichte wurden in bekannter Weise mit Natronlauge 
wiaihrend 6 Stunden bei 175° aufgeschlossen. Das Verhiltnis Holz: NaOH 
war wie 5: 1. Die Lauge (,,Schwarzlauge**) wurde vollstandig ausgewaschen. 
Aus der fiinffach mit Wasser verdiinnten Schwarzlauge wurde das Alkali- 
lignin mit einem geringen UberschuB von Salzsiure bei etwa 50° ausefallt. 
Das Lignin wurde mit heiBem Wasser griindlich ausgewaschen. Die Aus- 
beute betrug 23,5 Proz. des Holzgewichtes oder, auf harz-, fett- und asche- 
freies Holz bezogen, 23,9 Proz. Der Aschengehalt des Lignins war 0,1 Proz. 
Die Zellstoffausbeute betrug 43,6 Proz. 


Alkoxylbestimmung nach Zeisel-Stritar. 





I II 


ete hss ek ee erage 0.3555 0.2370 
AgJ . ig Ee ae ae eA 0.3633 0.2484 


Auf CH, ) umgerechnet . > a ie ae Cee Ee: Se 13,8 
Mittel 13,7 


Alkoxylbestimmung nach Feist-Willstdtter. 
Vorlagefliissigkeit: 1 Teil Trimethylamin und 9 Teile absoluten Alkohols. 
Lignin. . . . .g 0,4163 
Ausgese hiodene Meng Jodid der Auunsaiumbeso. . 00,3665 
Bestimmung des “2. Fiohee Jodid .. . Proz. 63,6 
Berechnet fiir (CH,),N 63,14 


Lignin . 


Ausbeute von CH,O aly Ligningewic shies ko = 13,6 


Vorlagefliissigkeit: Dimethylanilin (rein, unverdiinnt). 

Lignin. .g 00,6956 
Ausgesc hicdens Menge “‘Jodid der Amansciumbess -g 0,7429 
Schmelzpunkt eat ee ee, Lae 211° 
Schmelzpunkt von CgH,N(CH;),J . . ..... =. 211° 
Ausbeute von CH,O des Ligningewichtes . . Proz. 12,6 

Es ist offenbar, daB das Dimethylanilin, wie auch Woéllstdtter und 
Utzinger beobachtet haben, mit dem Alkyljodid langsam reagiert, weshalb 
Verluste von Alkyljodid entstehen. Dadurch wird die nicht quantitative 
Ausbeute erklirt. 

Das oben erwahnte Lignin enthielt Harz und Fett. Diese Verunreini- 
gungen wurden durch Extraktion mit Ather entfernt. Atherextrakt 8,6 Proz. 
des Ligningewichtes. Die Ausbeute von Reinlignin bezogen auf asche-, 
harz- und fettfreies Holz betrug also 21,9 Proz. Das extrahierte Lignin 
wurde mit siedendem absoluten Alkohol extrahiert. In Lésung gingen 
dabei 52,7 Proz. Das alkohollésliche und alkoholunlésliche Lignin wurden 
getrennt untersucht. 

Alkohollésliches Alkalilignin. 


Alkoxylbestimmung nach Zeisel-Stritar. 





I ll 
See cri es Baytex 5 be eae eae | 0.2710 
Ag J eS es a! 0.3066 


Aut C H, Oo umgerechnet . 5 etise. = 6 oe 14,9 14.6 
Mittel 148 
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Alkoxylbestimmung nach Feist-Willstdtter. 
Vorlagefliissigkeit: 1 Teil Trimethylamin und 9 Teile absoluten Alkohols. 


Lignim. . . .g 0,5770 
Ausgese hieder ne Me nge ‘Jodid der Ammcuimahase -g 90,5322 
Bestimmung des Jodgehaltes im Jodid . . . Proz. 63,25 
Berechnet fiir (CH;),NJ ... . — - 63,14 
Ausbeute von C H,0O des Ligningewic chtes TAF = 14,5 


2. Alkoholunlésliches Alkalilignin. 


Alkoxylbestimmung nach Zeisel-Stritar. 


IO. 4 « « ese. eGs) Re ia ieee we Sie 
BEG és see ae pe ee 
Auf CH,O emansedinns sus aes 2s e Bee Bee 
Alkoxylbestimmung nach Feist-W illstdtter. 
Lignin. . . - -g 0,4302 
Ausgese hieder ne Me nge ‘Jodid rw Tr Assenouiembase .g 0,3945 
Bestimmung des Jodgehaltes im Jodid .. . Proz. 62,9 
Berechnet fiir (CH,;),NJ ... . ie ogy ER 
Ausbeute von CH,0O des Ligningewiehtes. — 14,2 


B. Salzsaurelignin. 


Als Ausgangsmaterial wurde ein Ligninpraparat benutzt, welches 
durch Behandlung von Fichtenholzspanen mit hochkonzentrierter Salzsaiure 
wahrend kurzer Zeit bereitet wurde. 


Alkoxylbestimmung nach Zeisel - Stritar. 





I Il 
BR sok: sik mim sharin «leis Skee 0.2087 0,2141 
gJ. . a A ae Salle ei 0,1998 0.2020 
at; CH, oO umgerechnet . ee ee ae 12.58 12,42 


Mittel 12.5 
Alkoxylbestimmung nach Feist -Willstdtter. 
Vorlagefliissigkeit: 1 Teil Trimethylamin und 9 Teile absoluten Alkohols. 


Lignin. . . g 0,4702 0,8424 
Ausgeschiedene Menge Jodid der Ammonium- 

base .. g 0.3815 0,6592 
Bestimmung ‘des Jodgehaltes im Jodid . Proz. 62,86 62,90 
Berechnet fir (CH,),HJ . 63,14 63,14 


Ausbeute von CH,O in ay da. Ligningehaltes 12,52 12,33 

















Die quantitative Bestimmung der freien Blutfettsiuren °). 


Von 
A. vy. Szent-Gyérgyi und Tyuzi Tominaga. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitat zu Groningen. ) 


(Eingegangen am 1. Februar 1924.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die ausgebreiteten Studien, die in den letzten Jahren durch 
R. Brinkman und A. v. Szent-Gyorgyi (1) iiber die Genese der perniziésen 
Animie ausgefihrt wurden, nahmen ihren Ausgangspunkt von der 
chemischen Analyse der himolytischen Bestandteile des normalen 
Blutes. Diese Analyse zeigte, daB die normalen himolytischen Bestand- 
teile des Blutes nichts anderes als freie héhere Fettsaéuren sind, d. h. Fett - 
siuren, die als freie Saiuren oder als Seifen, nicht aber in esterartiger 
Bindung vorhanden sind. Die weitere Erforschung der Anaimie hatte 
nun eine Methode zur Voraussetzung, die es gestattete, diese Fett- 
siuren aus Blutmengen, die bei Anaimiekranken zuginglich sind, rein 
darzustellen und quantitativ zu bestimmen. Eine solche Methode 
war Grundbedingung des weiteren Fortschrittes, hatte aber auch sein 
eigenes Interesse. 

Die Angaben in der Literatur iber die freien Blutfettséuren sind 
sehr sparlich und enthalten keine oder nur ungeniigende Angaben tber 
die angewandte Methodik. 

Die Anwesenheit von freien Fettsiuren im Blute wurde von Hoppe- 
Seyler im Jahre 1852 gefunden und 1884 beschrieben (2). Hier handeit es 
sich aber blo8 um qualitativen Nachweis. Eine quantitative Analyse bei 
verschiedenen Tieren wurde von Abderhalden in den bekannten blut- 
analytischen Tabellen (3) gegeben. Wir finden hier aber keine Angaben tiber 
die angewandte Methodik. Ofters behandelt finden wir die freien Blut- 
fettsiuren in der franzésischen Literatur bei Abelous und Soula, Achard, 
Achard und Feuillié und Lemeland, die Angaben iiber die angewandten 
Methoden sind aber unvollstiindig, entbehren den Bericht iiber die 
so nétigen Kontrollen und sind auch nicht fiir die fiir uns nétigen Mikro- 
dimensionen ausgearbeitet. 

Nachdem uns die Erfahrung bald lehrte, daB die Aufgabe einer 
quantitativen Analyse mit ganz besonderen Schwierigkeiten verbunden 
ist, die in den oben genannten Arbeiten keine Beriicksichtigung finden, 


1) Unter Fettsiuren verstehen wir in vorliegender Publikation stets 
nur héhere Fettsaéuren. 
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haben wir die Frage einer eingehenden systematischen Untersuchung 
unterzogen, um auf den gewonnenen Erfahrungen eine geniigend genaue 
Mikromethode aufzubauen. 

Die Schwierigkeiten einer genauen Mikrobestimmung der freien 
Blutfettsiuren sind sehr groB und vielseitig. Erstens ist die relative 
Menge dieser Substanzen sehr gering. Sie bildet kaum ', Proz. der 
Blutlipoide, die selber weniger als 44 Proz. des gesamten Blutes aus- 
machen. Diese Kleinheit der Menge der zu bestimmenden Substanz 
ist nicht nur selbst eine Schwierigkeit, sondern laBt auch alle anderen 
Schwierigkeiten in erhéhtem MaBe zur Geltung kommen. 

Schon die Extraktion dieser geringen Menge freier Blutfettsiuren 
ist mit besonderen Schwierigkeiten verbunden, da diese sich im Blute 
eigentlich nicht frei, sondern an andere, nicht lipoide Bestandteile des 
Blutes gebunden befinden. Die weitaus gréBte Schwierigkeit der 
Methode liegt aber in der scharfen Isolierung der extrahierten Fett- 
siuren, nachdem einerseits die Begleitsubstanzen, andererseits auch 
das zu isolierende Material, die Fettsiuren, auBerordentlich listige 
Eigenschaften haben, die das Arbeiten in hohem MaBe erschweren. 

Wir wollen diese Schwierigkeiten, wenn auch nur kurz gefaBt, 
weiter unten besprechen und hier nur vorausgreifend so viel erwaihnen, 
daB es gelungen ist, die Schwierigkeiten der Aufgabe zum gréBten 
Teil zu erkennen und zu beseitigen, und eine Methode aufzubauen, 
die es gestattet, die freien Fettsiuren von l0 ccm Blut mit einem 
additiven Fehler von 0,0002 g zu bestimmen. 

Bei der Besprechung der Methode wollen wir, den praktischen 
Bediirfnissen folgend, mit einer allgemeinen Besprechung der einzelnen 
Phasen des Vorganges beginnen und danach kurz die ;raktische Aus- 
fiihrung schildern. 


Allgemeines iiber die Isolierung und Bestimmung der freien Blutfettsiuren. 
Vorbereitung zur Extraktion. 


Entsprechend der einstimmigen Erfahrung der Lipoidchemiker, konnten 
wir uns auch iiberzeugen, da8 eine quantitative Extraktion der lipoiden 
Blutbestandteile nur mit starkem heiBen Alkoho] méglich ist. Eine quanti- 
tative Extraktion in relativ kurzer Zeit ist mit keinem anderen Lésungs- 
mittel médglich'). Die groBe Schwierigkeit der Alkoholextraktion ist 


1) Die Methoden, bei denen eine quantitative Extraktion durch einen vor- 
hergehenden chemischen Abbau des Materials erméglicht wird (durch Laugen, 
Saéuren oder Fermente), waren fiir unsere Zwecke natiirlich unbrauchbar, 
da sie zur Spaltung von Fetten oder Phosphatiden und somit zu kiinst- 
licher Neubildung von Fettséuren Anla8 geben konnten. Durch den Dampf 
des kochenden Alkohols kann das Material ebenfalls derart verindert 
werden, da8 cine nachfolgende Extraktion mit anderen Lésungsmitteln 
ebenfalls quantitative Resultate ergibt. Wir haben aber diese anfangs 
angewendete Methode wegen ihrer Umstandlichkeit bald verlassen. 

















228 A. v. Szent-Gyérgyi u. T. Tominaga: 


aber die, daB dieses Lisungsmittel stets gréBere Mengen von Himatin in 
Lésung bringt, das durch seine besonders lastigen Eigenschaften ein weiteres 
Arbeiten mit dem Extrakte sehr schwierig, wenn nicht unméglich gestaltet. 
Dies ist wahrscheinlich der Grund, warum in den bisher empfohlenen 
und allgemein angewendeten Methoden kein Alkohol als Extraktionsmittel 
angewendet wird. Bekanntlich extrahiert Bang (4) mit kaltem Alkohol, 
Bloor (5) mit Ather-Alkohol. Unsere, iiber diese Methoden angestellten 
Versuche zeigten aber, daB, wie zu erwarten war, hier die Extraktion keine 
quantitative ist. Es bleibt stets der nicht unbetrachtliche Teil von 10 bis 
20 Proz. der Lipoide im Material unextrahiert zuriick. Da der von uns 
gesuchte Bestandteil, die Fettsiituren, wahrscheinlich eben zu der schwer 
extrahierbaren Fraktion gehéren, waren diese Methoden fiir unsere Zwecke 
unbrauchbar. 

Um dieser Schwierigkeit Herr zu werden, suchten wir nach einer 
Methode, mit der des Himoglobin von vornherein so veraindert werden 
konnte, daB es bei der nachfolgenden Extraktion kein Hiimatin in gréBeren 
Mengen abgibt, und mit der auch das etwa abgegebene Himatin entfernt 
werden konnte. Hierbei zeigte sich nun, da® das Barium zur Erreichung 
dieses Zieles ein souverines Mitte] ist. Das mit Ba vorbehandelte Blut 
gibt nun ein nur schwach gefirbtes Filtrat, aus dem bei Zugabe von Ather 
sich das roch geléste Hiimatin quantitativ abscheidet. 

War also die Alkoholextraktion erméglicht, so eréffnete sich die Frage 
dér Vorbereitung der Substanz, die doch chne vorhergehende Entwisserung 
nicht extrahiert werden konnte. 


Zuerst versuchten wir die Bangsche Methode, indem wir das Blut in 
Filterpapier aufgesogen trockneten. Nachdem aber bei dieser Methode bei 


der langen Dauer der Trocknung der relativ groBen Menge Blut eine 
fermentative, bakterielle oder oxydative Zersetzung der Lipoide zu befiirchten 
war und diese Methode auch noch mit anderen, praktisch uniiberwindbaren 
Schwierigkeiten verbunden war'), suchten wir nach einem geeigneten 
Entwiisserungsmittel, in das das frische defibrinierte Blut direkt eingegossen 
werden konnte. 


Nachdem sich zu diesem Zwecke Aceton als gebvignetes Mittel erwies, 
gestaltete sich nun die Methode derart, daB das Blut direkt in das Aceton 
eingegossen wurde, dem zur Vorbehandlung des Himoglobins einige Tropfen 
einer BaCl,-Lésung zugesetzt waren®). Nachdem das Aceton mit Blut am 
Wasserbade aufgekocht wurde, wird filtriert und der Filterriickstand zur 
weiteren Extraktion in eine selbstbereitete Hiilse eingeschlossen. 


1) In einem dickeren Filtrierpapier, wie es hier nétig war, befinden sich 
stets groBe Mengen von Fettséuren in relativ fester Bindung, so da8 das 
Papier nur sehr schwer fettsiurefrei zu bekommen ist. Gegeniiber den 
Gesamtlipoiden ist die Menge dieser Fettsiure nicht groB, so da sie eine 
Gesamtlipoidbestimmung bei vorheriger oberflachlicher Extraktion des 
Papiers kaum stéren wiirde. Bei der Bestimmung der geringen freien Blut- 
fettsiure kann der Fehler aber sehr gro8 werden. 

2) Alkohol konnte zur entwiissernden Vorbehandlung nicht angewandt 
werden, da bei dem groBen Wassergehalt des Blutes der Alkohol nicht 
geniigend stark priazipitierend wirkt, das ganze Material verschmiert und 
trotz der Gegenwart des BaCl, das Hamoglobin in Lésung bringt. 
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Die Extraktion. 

1. Extraktionsmittel. Nach dem oben Gesagten kommt als Extraktions- 
mittel wohl nur Alkohol in Betracht, und die einzige Frage kann nur den 
Starkegrad des Alkohols betreffen. Nachdem die Erfahrung lehrte, daB die 
Menge des gelésten Himatins mit dem Wassergehalt des Alkohols zunimmt, 
haben wir zur Extraktion den sogenannten absoluten Alkohol angewendet. 

2. Die Extraktionsmethode. Der Extraktionsapparat. Die Anforderung, 
die wir gegeniiber der Extraktionsmethode stellen miissen, ist die, daB die 
Extraktion einerseits unter optimalen, andererseits unter 
gut reproduzierbaren Bedingungen vor sich gehen muB. 

Die in Europa allgemein angewendete Extraktion nach 
Soxhlet mit dem Sozxhletschen Apparate hat den groBen 
Vorteil, daB durch das Hebersystem das Lésungsmittel stets —~ 
volistindig abgehebert und das Material in dieser Weise 
stets in vollstandig frischem Lésungsmittel gebadet wird. 
Der groBe Vorteil dieses periodischen Arbeitens wird aber 
durch den sehr groBen Nachteil verdeckt, daB das Losungs- 
mittel kalt, ohne kontrollierbare und reproduzierbare Tem- 
peratur auf das Material flieBt, ein Nachteil, der fiir uns 
den Apparat unbrauchbar machte. 

Die Extraktion bei der Temperatur des Siedepunktes 
der Extraktionsfliissigkeit wurde durch Berntrop (6) ein- 
gefiihrt. Diese Temperatur ist natiirlich die denkbar giin- 
stigste und streng reproduzierbar. Die urspriingliche 
Berntropsche Methode miBt aber die Hebervorrichtung. 

Beide genannten Prinzipien, Heber und Kochpunkt, 
wurden durch Kumagawa und Suto (7) vereinigt. Der von 
diesen Forschern angegebene Apparat war aber fiir unsere 
Zwecke nicht geeignet, da er fiir unsere Mikrodimensionen 
mit den angewendeten geringen Fliissigkeitsmengen allzu 
schwerfillig schien. Wir haben also unter der freundlichen 
Mitwirkung der Firma A. Dargatz zu Hamburg selbst einen 
Apparat konstruiert, der die genannten Prinzipien zur Grund- 
lage hat, das saubere Manipulieren mit kleinen Fliissig- 
keits- und Substanzmengen in einfacher Weise gestattet 
und auch in anderen Beziehungen allen unseren Anforde- 
rungen entsprach‘). 

Struktur und Arbeitsweise des Apparates ist aus 
Abb. 1 ohne weiteres verstiindlich. Der Apparat besteht 
nur aus Glas. Die Schleifstiicke sind vor dem EinflieBen 
des am Kiihler kondensierenden Wassers geschiitzt. Das 
Seitenréhrchen, das gewéhnlich einfach abgeschlossen wird, 
gestattet das Auffiillen des Apparates mit einem indifferenten Gase (CO, oder 
H,) fiir den Fall, da8 man mit sehr leicht oxydablen Substanzen arbeitet. 
Der Apparat kann auch zugleich zur Redestillation der nétigen Extraktions- 
fliissigkeiten dienen, fiir welchen Zweck ein heberloses EinsatzgefaB dient *). 


1) Selbstverstandlich erheben wir mit diesem Apparat keinen Anspruch 
auf Originalitét, da unser Apparat nichts prinzipiell Neues darstellt und, 
wie wir nachtraglich erfuhren, eine der unseren auch in der &uBeren Form 
ahnliche Konstruktion bereits im Jahre 1908 von W. Kulka (8) empfohlen 
wurde. — #) Zum Apparat gehéren zwei Kolben und drei EinsatzgefaBe 
verschiedener GréBe. 
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Eine nicht unwesentliche Frage ist die nach der Heizung des Apparates. 
Das Wasserbad hat sehr groBe Nachteile. Zunichst ist seine Temperatur 
zu niedrig, um bei der Kochtrigheit des Alkohols ein geniigend intensives 
Kochen zu erreichen. Zu diesem Zwecke mu8 das Kochkélbchen ganz im 
Wasserbade versenkt werden. Unter diesen Bedingungen ist aber ein 
Einsickern von kondensiertem Wasser in den Apparat kaum zu vermeiden. 
Dieses kann so stark sein, daB durch die Wasserverdiinnung des Alkohols 
groBe Mengen Blutfarbstoff in Lésung gehen. Ist die Verdiinnung so weit 
gegangen, da8 der Alkohol sich nicht mehr mit Ather mengt, so kann der 
Farbstoff auch nicht mehr entfernt werden, und die ganze Analyse ist zu 
verwerfen. Dieses Arbeiten im Wasserbade hat den weiteren groBen Nachteil, 
da8 hier das Siedekélbchen auch in seinem mit Alkohol nicht gefiillten 
Teile erwairmt wird. Hierdurch wird bedingt, daB der aufspritzende Alkoho] 
verdampft und die gelésten Substanzen in Form einer weiter schwer zu 
behandelnden Kruste zuriicklaBt. Bei oxydablen Substanzen bedeutet 
dieses Austrocknen auch eine groBe Oxydationsgefahr. 

Aus diesem Grunde ist also die elektrische Heizung vorzuziehen, da 
sie allein geeignet ist, sicher gute Resultate zu geben, und zwar geschehe die 
Heizung stets von unten, so da8 nur der mit Alkohol gefiillte Teil des 
Kélbchens erwirmt wird. Sehr giinstig ist, wenn das Kélbchen nicht direkt 
mit dem gliihenden Heizkérper in Beriihrung steht und die Ubertragung der 
Warme durch die zwischen K6lbchen und Heizkérper befindliche Luft ge- 
schieht. Hierdurch wird ein durchaus schénes, gleichmaBiges Kochen bedingt. 


Die Isolierung der Fettsduren. 

Befindet sich nun das gesamte Blutlipoid im Extrakte, so folgt die 
Aufgabe der Isolierung der Fettsiuren. Die Isolierung der Fettsiuren wird 
durch ihre Eigenschaft erméglicht, daB sie sich als freie Sauren in allen 
organischen Lésungsmitteln glatt lésen, aber in Form ihrer Natriumsalze 
in Petrolather ganz unléslich sind, und zwar gilt dies ebenso fiir die gesiittigten 
wie fiir die mehrfach ungesittigten Fettsiuren. Bietet diese Eigenschaft 
der Fettsiuren auch eine feste Grundlage fiir ihre Trennung von den iibrigen 
Lipoiden, so bleibt doch ihre quantitative Isolierung eine sehr schwierige 
Aufgabe. Die Schwierigkeiten erwachsen von beiden Seiten, sowohl von 
seiten der zu isolierenden Substanz, wie auch von seiten der Begleitstoffe. 

Erstens hat die Fettséure die starke Neigung mit verschiedenen Lipoiden 
(hauptsachlich Phosphatiden) und eiweiBartigen Stoffen (auch mit dem 
Blutfarbstoff) schwer zu trennende Komplexe zu bilden. Andererseits 
haben die Fettsiuren auch die bekannte, so lastige Eigenschaft, daB sie 
bei alkalischer Reaktion, also als Seifen sehr bald zu kolloidalen Massen 
anschwellen, die jede weitere Manipulation in hohem MaBe erschweren 
oder gar unmédglich gestalten. 

Die stérenden Begleitstoffe sind teils bekannter, teils unbekannter 
Konstitution. 

Phosphatide und Hdmatin sind zum Teil bereits oben besprochen. 
Von letzterem sei hier noch so viel erwahnt, daB es die Eigenschaften der 
Fettsiuren weitgehend nachahmt. Es ist ia allen Lipoidlésungsmitteln, 
auch in Petrolather léslich, geht aber bei alkalischer Reaktion in dieser 
Fliissigkeit nur sehr unvollstandig in Lésung. Da eben das analoge Ver- 
halten der Fettsiuren als Grundlage ihrer Isolierung dient, bedeutet dies 
eine sehr groBe Schwierigkeit. Eine weitere groBe Schwierigkeit bildet 
eine weiBe, naher nicht analysierte phosphorhaltige Substanz, die die 
Fettsaéure durch alle Reinigungsprozesse mit groBer Hartnackigkeit begleitet. 
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Ein weiteres, sehr groBes Hindernis bildete eine naber noch nicht 
definierte, tiberaus interessante hydrotrope Substanz, die auch aus 
biologischem Standpunkte eine eingehendere Erforschung verdiente. 
Unter ,,Hydrotropie“ verstehen wir nach C. Neuberg (9) jene Eigen- 
schaft mancher Stoffe, daB sie lipoide und wiisserige, also an und fir 
sich unmengbare Flissigkeiten zu einer scheinbar einheitlichen Phase 
zu vereinigen vermégen. Bei unserer genannten Substanz tritt diese 
Eigenschaft in folgender Weise in Erscheinung: 

Bekanntlich ist bereits 96proz. Alkohol mit Petrolither unmengbar. 
Verdiinnen wir unseren alkoholischen Extrakt von 10 cem Blut in 20 cem 
Alkoho] mit Wasser auf 40 cem (also auf einen Alkoholgehalt von 50 Proz.) 
und machen die Fliissigkeit mit verdiinntem NaO H alkalisch, und versuchen 
nun mit Petrolather (10 ccm) auszuschiitteln, um Neutralfett und Cholesterin 
zu entfernen, so sehen wir sehr oft, daB sich die beiden Phasen nicht nur 
sehr unvollkommen scheiden, sondern da8 der Petroliither oft ganz ver- 
schwindet und mit dem Rest der Fliissigkeit eine wasserhelle einheitliche 
Phase bildet. Weiter zugesetzter Petroliither verschwindet in derselben 
Weise, und nur ein sehr groBer Uberschu8 von Wasser bringt endlich eine 
sehr unvollstandige Scheidung der beiden Phasen zustande. Wenn man 
bedenkt, daB die absolute Menge der hydrotropen Substanz nur sehr gering 
sein kann, so mu§ man sich wirklich iiber ihre groBe Aktivitat wundern, die 
nicht einer physiologischen Bedeutung entbehren kann. Bei saurer Reaktion 
ist die Substanz hydrotropisch unwirksam. Natiirlich ist aber bei dieser 
Reaktion eine Trennung der Fettsiuren von den anderen Lipoiden unmiéglich. 
Ein groBer Teil dieser stérenden Substanzen konnte durch eine Fraktionierung 
durch Aceton erreicht werden, in welchem Mittel nach der beschriebenen 
Vorbehandlung die gréB8te Menge der Phosphatide unldéslich ist. 


Den gréBten Fortschritt bei unserer Arbeit bedeutete aber die 
Erkenntnis, da®B all die genannten Stérungen viel geringer werden 
oder gar verschwinden, wenn man aile Manipulationen in Abwesenheit 
von Wasser, also in lipoiden Lésungsmitteln ausfiihrt. Diese Erfahrung 
fihrte uns dann zur Erkennung der fiir uns so iiberraschenden Tat- 
sache, dab die nétigen chemischen Reaktionen, die den Charakter der 
Tonenreaktionen tragen (wie die Uberfihrung der Fettsiuren in Seifen 
und das Freimachen der Fettsaure), in exquisit lipoiden Lésungsmitteln, 
wie Petrolither, in vollstandiger Abwesenheit von Wasser glatt aus- 
gefiihrt werden kénnen. Erst die Erkennung dieser Tatsache machte 
uns den Ausbau einer wirklich zuverlaBlichen Mikromethode méglich. 

Es wurde also das Wasser des Blutes, soweit méglich, schon bei 
der Vorbehandlung entfernt und die ganzen weiteren Manipulationen 
ohne Wasser in lipoiden Lésungsmitteln vorgenommen. 


Technisches. 


Im Laufe der Praparierungen miissen Lésungen wiederholt von GefiB 
zu GefaB iibertragen, Fliissigkeiten verdampft, Prizipitate abgesondert 
werden. Zu diesem Ende werden verschiedene Manipulationen angewendet. 
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Die Abscheidung von Prazipitaten geschieht stets in der Zentrifuge. 
Alle in Betracht kommenden Niederschlage setzen sich auGBerordentlich 
rasch zu Boden, so da stets ein sehr kurzes Drehen an einer mit mittlerer 
Geschwindigkeit laufenden Zentrifuge ausreicht. 

Das Verdampfen geschieht stets bei vermindertem Druck der Wasser- 
strahlpumpe. Diese Manipulation machte die Konstruktion eines besonderen 

Kélbchens nétig. Der Verschlu8 der Destillierkélbchen mit 

\ Gummistopfen ist bei den Mikromanipulationen nicht statthaft. 

Der mit den Dampfen der Lésungsmittel in Beriihrung stehende 
Gummi hat eine starke Neigung zum Broéckeln und bietet 
auch keinen geniigend dichten VerschluB. Gewéhnliche Glas- 
schliffe waren auch nicht brauchbar, da diese doch nicht 
befettet werden durften und der unbefettete Schliff keinen 
geniigenden VerschluB8 bietet. Aus diesem Grunde wurde das 
Ko6lbchen mit einem Kappchen ausgestattet und der Schliff 
auBen auf dem Kolbenhalse angebracht. Dieser Schliff kann 
nun ruhig befettet werden. Die Konstruktion ist aus der Abb. 2 ver- 
stiéindlich *). 

Bei sehr leicht siedenden Fliissigkeiten wird die Offnung des oberen 
Réhrchens einfach mit dem Finger zugehalten. Hierbei vermeidet man die 
Gefahr des Uberkochens, da doch das Vakuum jeden Augenblick aufgehoben 
werden kann. Ist ein dichterer VerschluB erwiinscht, wie zur Entfernung 
der letzten Reste von Fliissigkeiten, so schlieBt man das Réhrchen mit 
einem Vakuum-Gummischlauch, dessen obere Offnung man mit einem 
Glasstabchen oder Réhrchen mit Hahn verschlieBt. Auf das Seitenrohr 
wird der Schlauch der Vakuumpumpe montiert. 

Beim Absaugen von niedrig siedenden Fliissigkeiten soll man vorsichtig 
zunachst mit einem schwacheren Vakuum beginnen, indem man die Wasser- 
strahlpumpe nur mit wenig Wasser speist. Ist die Fliissigkeit mun ab- 
gekiihit, so kann das Vakuum gesteigert und das Verdampfen noch durch 
Erwarmen im Dampfe des Wasserbades beférdert werden. Wahrend der 
Destillation halt man das Kélbchen stets in energischer zirk ular schwankender 
Bewegung in der Hand. 

Das Ubertragen der Fliissigkeiten von GefaB zu GefaiB® geschieht nach 
Pregl (10) stets mit Saugen, nie durch GieBen. Der Vorgang wird durch 


Abb. 2. 








V 


Abb. 2a. Abb. 2b. Abb. 2c. 


Abb. 2a, b, ¢ erlaiutert. Die Saugeréhrchen haben ein Lumen von 0,5 bis 
10mm. Zum Saugen gebrauchen wir stets Fahrrad-Ventilgummischlauch. 


1) Am besten hat man einen Satz von Kélbchen von 150, 80, 40, 20 cem 
bereit. 
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Dieser so leichte, biegsame, diinne Gummischlauch leistet uns bei allen 
Mikromanipulationen ausgezeichnete Dienste. Seine Einfiihrung in das 
Laboratorium ist warmstens zu empfehlen. Besonders unentbehrlich ist 
dieser Schlauch fiir uns beim Pipettieren geworden. Wir montieren unsere 
Pipetten gew6hnlich mit diesem Schlauch, der durch seinen so geringen 
Rauminhalt ein auBerordentlich genaues Arbeiten gestattet '). 

Da wir die zu wagende reine Fettsiure zu Ende der Manipulationen 
in Lésung in Handen hatten und der Verdampfungsriickstand an der 
Wage bestimmt werden mute, hatten wir endlich ein besonderes 
GefaiB nétig, das zugleich das Verdampfen und das Wigen 
des Riickstandes gestattete. Das Gefa8 ist in Abb. 3 abgebildet. 

Da es auch zur Wagung dient, ist bei ihrer Konstruktion das 
a.a.QO. beschriebene Prinzip der Kombination von Schliff und 
Kapillare angewendet (11). BeiderWagung gestatten die Réhrehen 
dieselbe Genauigkeit wie die hier (11) beschriebenen Filter- 


rohrehen. J 
Das Abdestillieren der Fliissigkeit geschieht ebenfalls bei 
vermindertem Druck. Zu diesem Ende wird der Vakuumschlauch Ig 


an das Kapillarrohr angesetzt. Halt man das Gefi§ schriag, so 
erhalt die Fliissigkeit eine groBe Oberflache. Man beginnt mit 
einem schwachen Vakuum und bewegt das Réhrchen in schrager 
Stellung schwach hin und her, um einem Uberkochen vorzu- 
beugen. Das endgiiltige Trocknen geschieht in dem a. a. O. 
beschriebenen Trockenschrank (11). Verfiigt man nicht tiber einen 
solchen, so kann man das Réhrehen praktisch geniigend trocknen, indem 
man den Vakuumschlauch auf das dickere Rohr montiert (nachdem man den 
Stopfen entfernt hat) und auf die Kapillare einen Ventilschlauch setzt. Man 
gibt der Vakuumpumpe vollen Strahl, versenkt das ganze Gefa® in den 
Dampf des Wasserbades, halt den Ventilschlauch zu, wobei im GefaBchen 
ein relativ hohes Vakuum entsteht. Nun l48t man den Ventilschlauch los 
und ]48t einige Sekunden Luft durchstreichen, kneift dann wieder zu und 
wiederholt das Spiel noch ein- bis zweimal. Dann zieht man das Réhrchen 
aus dem Dampf heraus, nimmt die Schliuche ab, setzt den Glasstopfen 
ein und 146t‘erkalten. 

Hat man zu Beginn etwas zu viel Fliissigkeit im Réhrchen, so kann 
man die Manipulation damit beginnen, daB man den Glasstopfen entfernt, 
das Réhrchen in vertikaler Stellung befestigt und dann durch die Kapillare 
(mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe) einige Minuten lang einen langsamen, 
gleichmaéBigen Luftstrom durchsaugt, wobei die Fliissigkeit weitgehend 
eintrocknet. 

Das GefaéBchen konnte mit sehr groBem Vorteil auch bei den ver- 
schiedensten anderen Mikromanipulationen verwendet werden. So diente 
es z. B. oft zur Acetylierung, Bromierung, titrimetrischen Mikromolekular- 
gewichtsbestimmung usw. 

Ist das Material nun in der beschriebenen Weise ganz vom Lésungs- 
mittel befreit und gewogen, so kann man, wenn erwiinscht, eine approximative 


Abb. 3. 


1) In den letzten Jahren hat sich der eine von uns bei DurchstrO6mungen 
von nach Langendor// isolierten Kaninchenherzen stets dieses Schlauches 
bedient. Der Durchlauf der Coronarien ist doch viel geringer als die Fliissig- 
keitsmenge, die durch den Schlauch durchgelassen wird, so daB die Weite 
des Schlauches auch fiir relativ groBe Herzen gut ausreicht. Die Biegsamkeit, 
das geringe Volumen bietet auch hier sehr nennenswerte Vorteile. 





———— >)  -e 
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Bestimmung des Schmelzpunktes vornehmen. Das Réhrehen wird in 
das langsam erwiairmte Wasserbad getaucht. Ein fortwihrendes Riihren 
sorgt fiir gleichmaBige Temperatur. Das in ganz diinner Schicht an die 
diinne Glaswand des Réhrchens angetrocknete Material folgt wahrscheinlich 
sehr eng der Temperatur des Wasserbades. Das plétzliche Durchsichtig- 
werden des Materials lat den Schmelzpunkt, soweit dieser einheitlich 
ist, bei aufmerksamer Beobachtung gut erkennen. Eine Lupe leistet 
hierbei gute Dienste. 

Die Wagung des Materials geschah stets an der Kuhlemannschen 
Wage. Da aber der Fehler der Methode 0,2 mg betrigt, kann eine jede gute 
analytische Wage mit einer Genauigkeit von 0,1 mg angewendet werden. 

Wir hoffen auch, daB wir bald die Methode angeben kénnen, mit der 
die *ettsiure an Stelle der Wagung auch titrimetrisch gemessen werden kann. 

Nachdem das Lisungsmittel vor der Ubertragung in das Wageréhrchen 
eine nur ganz geringe Menge von unléslicher Verunreinigung enthalt, wurde 
(um ein Zentrifugieren mit der nétigen Ver- 
diinnung der Fliissigkeit zu ersparen) ein Saug- 
réhrchen konstruiert, das zum Ubertragen und 
zugleich auch zum Filtrieren dient. Das 
Réhrehen ist in der Abb. 4 abgebildet. Der 
erweiterte Teil ist mit Asbest ausgefiillt. Das 
Réhrchen wird derart hergestellt, daB ein etwa 
3 bis 4mm dickes Glasrohr zur Kapillare aus- 
gezogen wird. Das Ende des dickeren Rohrteiles 
wird nun mit etwas Asbest ausgestopft. Dann 
wird das Rohr auch jenseits der Asbestfiillung 
aed ausgezogen. Sonst sind Form und Dimensionen 

> dieses Réhrchens dieselben, wie die der anderen 
Saugeréhrchen. Nach Gebrauch kann das Réhrchen durch Durchsaugen 
von rauchender Salpetersiure, Wasser und Aceton rasch gereinigt werden. 





Die Methode. 

(Kurze Beschreibung der praktischen Ausfiihrung der Methode.) 

Der Gang der Priaparierung ist der folgende: 1. Entwisserung mit 
Aceton — zugleich Behandlung mit Barium. 2., 3., 4. Extraktion mit Alkohol. 
5., 6., 7. Entfernung des Hiimatins, Ausschiitteln der Extrakte mit Petrol- 
ather. 8. Fraktionierung mit Aceton, d. h. Ausschaltung des acetonunléslichen 
Teiles (hauptsichlich Phosphatide). 9. Uberfiihrung der Fettsiuren in 
ihre Natriumseifen. 10. Entfernung des gréBten Teiles der petrolither- 
léslichen Fraktion (hauptsiachlich Cholesterin, Neutralfett, Cholesterinester). 
10., 11., 12. Freimachen der Fettsiéuren aus ihren Seifen. 13. Ausfillen der 
Fettsiuren aus Petrolither in Form ihrer Natronsalze. Waschen des Pri- 
zipitates. Befreiung der Fettsiuren aus ihren Seifen. 14. Nochmaliges 
Fraktionieren mit Aceton, Trocknen, Wiagen. 

Im einzelnen sind die Manipulationen die folgenden: 

1. Man gieBt in ein etwa 100 ccm fassendes Becherglischen 30 cem 
Aceton, setzt dann aus einer Tropfflasche 4 ¢em BaCl,-Essigsiuremischung 
zu (s. unten). Dann l48t man unter stetem Riihren aus einer Pipette 10 ccm 
defibriniertes Blut einlaufen. 

2. Das Aceton wird am Wasserbade unter stetem starken Riihren mit 
einem Glasstibchen bis zum Sieden erwirmt. Die heiBe Fliissigkeit wird 
in einen Me8zylinder von 50 cem (mit Glasstopfen) filtriert. Zum Filtrieren 
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gebraucht man ein gewéhnliches 8 bis 10 cem Rundfilter, das man vor- 
her durch zweistiindiges Extrahieren mit heiBem Alkohol entfettet hat. 
Zur Filtrierung nimmt man einen entsprechend kleinen Trichter. Ist die 
Fliissigkeit gut abgelaufen, so biegt man die Rander des Filters noch iiber 
den Filterriickstand, der in dieser Weise ganz bedeckt wird. Nun pre®t man 
das Material mit der platten Flache eines Glasstopfens tiichtig aus. 

3. Nun bereitet man sich eine geeignete Extraktionshiilse. Dies geschieht 
derart, daB man ein (mit Alkohol vorher extrahiertes) etwa 10 cem langes 
und ebenso breites Filterpapier um eine Eprouvette wickelt. Nun wird 
die Eprouvette etwas zuriickgezogen und das freie, etwa 2 cm lange Ende 
des Filterpapierréhrchens umgestiilpt und hierdurch das eine Ende der 
Hiilse abgeschlossen. Nun bringt man den Filterriickstand mit einem 
Spatelchen in die Hiilse und verschlieBt die obere Offnung der letzteren mit 
dem Filter, das man in Form eines losen Knauels noch in die Hiilse einsetzt. 

3. Die Hiilse mit dem Material wird in das mittlere Einsatzgefai8 des 
Extraktionsapparates (Z der Abb. 1) gesetzt. Die Hiilse darf das Einsatz- 
gefaB nicht ganz ausfiillen. Es mu8 zwischen Hiilse und Gefa8 wenigstens 
an der einen Seite ein breiterer Spait bleiben. Ist die Hiilse zu groB, so 
kann man dies noch korrigieren, indem man sie flach zusammendriickt. 

4. In den groBen Kolben des Extraktionsapparates werden etwa 25 ccm 
absoluten Alkohols gegossen. Zur Kochkatalyse setzt man in den Kolben 
eine geringe Menge von fein granuliertem Zink. Das Material mit Einsatz- 
gefaB wird in den Apparat eingefiihrt und bei elektrischer Erwirmung 
2 Stunden lang extrahiert. 

5. Das Material wird aus dem Apparat entfernt, das heberlose Einsatz- 
gefaB eingesetzt und der Extrakt bis auf einen Rest von etwa 5 ccm ab- 
destilliert. Nun tropft man in den Kolben fiinf Tropfen Bariummischung. 

6. Man bringt den Kolbeninhalt in ein etwa 15 ccm fassendes Zentrifugen- 
rohrehen. Der Kolben des Extraktionsapparates wird mit etwa 5 ccm 
Ather ausgespiilt, der Ather zum Alkohol gegossen, mit letzterem gut 
durchgemischt. Nun wird scharf abzentrifugiert, die klare Fliissigkeit zum 
Aceton im Me8zylinder gegossen, das Zentrifugenréhrchen mit etwas Ather 
nachgespiilt. 

7. Die vereinigten Extrakte werden dreimal hintereinander mit je 
10 ccm Petrolather ausgeschiittelt. Der sich glatt abscheidende Petrolather 
wird in den groBen 150-cem-Kolben gesogen. 

8. Der Petrolather wird bei vermindertem Druck verdampft. Der Rest 
wird in 2 bis 3cem Aceton gelést (Aceton in kleiner Spritzflasche), das 
Aceton in ein Zentrifugenréhrchen iibertragen. Der Rest im Kolben wird 
noch zweimal mit ebensoviel Aceton tiichtig extrahiert, dann die im Réhrchen 
vereinigten Acetonextrakte abzentrifugiert. 

9. Die klare Fliissigkeit wird in ein Kélbchen von 80 ccm iibertragen, 
das Réhrchen einmal mit etwas Aceton nachgespiilt. Das Aceton wird 
volistandig verdampft, der Rest in etwa 5ccm Petrolither gelést. Nun 
wird ein Tropfen atherischer Phenolphthaleinlésung zugesetzt und dann 
aus einer Pipette tropfenweise die petrolitherische Lésung des Natrium- 
alkoholats (Zubereitung s. unten), bis die Fliissigkeit eine rote Farbe 
annimmt. Hierbei werden die Fettsiuren in ihre Na-Seife tiberfiihrt. Nun 
mu8 man sehr schonend, also ohne héhere Temperatur, aber ganz voll- 
stindig eintrocknen. Besonders jede Spur von Alkohol mu8 entfernt 
werden. Man saugt also den Petrolaither ab und erwiarmt bei vollem Vakuum 
gelinde iiber dem Wasserbade, indem man einige Male Luft in das Kélbchen 
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laBt. Nun gieBt man einige Kubikzentimeter Petrolather auf und saugt 
wieder in derselben Weise weg. (Der Alkohol mu aus dem Grunde so voll- 
stindig entfernt werden, weil er die Seifen petrolatherléslich gestaltet.) 

10. Nun wird der Kolben dreimal mit Petrolither in derselben Weise 
wie bei 8. mit Aceton extrahiert. Der in das Zentrifugenrohr iibertragene 
Petrolather wird abzentrifugiert, die obenstehende Fliissigkeit weggesogen, 
das Réhrchen mit dem Niederschlag mit etwas Petrolather ausgespiilt. Die 
Seifen befinden sich nun im K6lbchen von 80 cem und im Zentrifugenrohr. 

11. Nun gieBt man in das Kélbchen einige Kubikzentimeter Petrolather 
und setzt nun einen Tropfen Ameisensiure') zu, schwenkt etwa 1 Minute 
lang gut um, bringt dann die Fliissigkeit in das Zentrifugenrohr, in dem sich 
noch der andere Teil der Seifen befindet. Den Kolben spiilt man noch einmal 
mit Petrolather nach, dem man wieder einen Tropfen Ameisensaure zusetzt. 
Das dritte Mal spiilt man nur mit Petrolather um. Im Zentrifugenrohr 
wird mit einem diinnen Glasstabchen der Seifenniederschlag tiichtig auf- 
gewirbelt. Dann zentrifugiert man, saugt die obenstehende Fliissigkeit in 
einen Kolben von 40 cem und spiilt mit Petrolither nach. (Der Uberschub 
der Ameisensiture scheidet sich im Zentrifugenréhrchen gewéhnlich in 
Form eines Trépfchens aus.) 

12. Der Petrolather im Kélbchen wird abgedampft und auch die noch 
anwesende freie Ameisensiure vollstandig weggesogen. Dies geschieht, 
indem man der WasserstrahlIpumpe vollen Strahl gibt, das K6lbchen gleich- 
zeitig im Dampfe des Wasserbades gut erwarmt, wahrend dessen man einige- 
mal Luft einléBt. 

13. Das Kélbchen wird dreimal mit je 2 bis 3 cem Petrolather tiichtig 
ausgespiilt, der Petrolither in ein Zentrifugenrohr itibertragen. Nun wird 
Petrolather-Natriumalkoholat zugesetzt, und zwar zuerst so viel, wie man 
vorher bei 9. zugesetzt hat. Nun iiberzeugt man sich, ob die Fliissigkeit 
bereits alkalisch reagiert. Dies kann derart geschehen, daB man ein ganz 
diinnes Streifchen Filterpapier, das man mit der atherischen Phenolphthalein - 
lésung befeuchtet hat, eintaucht. Ist die Lésung noch nicht alkalisch, so 
wird in geringen Mengen von ein bis zwei Tropfen weiterer Petrolather- 
Natriumalkohol zugesetzt, bis die alkalische Reaktion erreicht wird. Die 
Seifen scheiden sich nun quantitativ aus. Nun wird zentrifugiert, die klare 
Fliissigkeit abgehebert und der Niederschlag einmal mit Petrolither ge- 
waschen. Dann werden nochmals 2 bis 3 ccm Petrolither zugesetzt und der 
Niederschlag hierin aufgewirbelt. Nun gibt man aus der Tropfflasche einen 
Tropfen Ameisensiure zu, wirbelt den Niederschlag nochmals mit dem Glas- 
stabchen gut auf und zentrifugiert. Die klare Fliissigkeit kommt in ein kleines 
Kélbchen. Der Rest im Réhrchen wird einmal mit Petrolather nachgespiilt. 
Die petrolitherische Lésung wird nun wieder vollstandig abgedampft. 

14. Der Rest wird in einer geringen Menge Aceton, etwa 0,5 ccm, 
gelést. Das Aceton wird durch das Filtersaugréhrchen (Abb. 4) in das 
WigegefiB gesogen. Das Kélbchen wird noch zweimal! in derselben Weise 
ausgespiilt. Die in das Wageréhrchen iibertragene Fliissigkeit wird ab- 
gedampft, getrocknet und der Rest gewogen. 

Zum Schlusse seien hier noch die zu einer Analyse nétigen Apparate 
und Chemikalien zusammengestellt, um ein Vorbereiten der Analyse zu 
erleichtern. 

1) Essigsiure kann ebenfalls verwendet werden, laBt sich aber spater 
wegen des héheren Siedepunktes weniger gut entfernen. 
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gt Chemikalien. 
II - 1. Bariummischung. Man lést 10 g BaC}, in 100 g 10proz. Essigsiure. 
t.) Man bewahrt die Lésung in einer Tropfflasche auf. 
se 2. Natriumalkoholat. 1 bis 2g alkoholfreies Natriumalkoholat wird 
ne in einer Flasche (mit Glasstopfen) mit etwa 100 ccm Petrolather gut durch- 
n, geschiittelt. Dann l48t man den Uberschu8 des Alkoholats absitzen und 
ne entnimmt zur Reaktion mit seiner Pipette stets von der obenstehenden 
ir. klaren Fliissigkeit. (Alkoholfreies Natriumalkoholat wird durch C. A. F. 
er Kahlbaum in den Handel gebracht.) 
te 3. 0,25proz. Lésung von Phenolphthalein in Ather, in Tropfflasche. 
*h 4. Aceton, in Flasche, fiir eine Bestimmung etwa 30 cem. 
al 5. Aceton in kleiner Spritzflasche. 
t. 6. Absoluter Alkohol etwa 25 ccm. 
ir 7. Ather, etwa 10 ccm. 
f- 8. Petrolither, 30cem. Zum Ausschiitteln. 
n 9. Petrolather in kleiner Spritzflasche. Dieser Petrolither darf keine 
B Verunreinigung enthalten. Besonders ist Alkohol als Verunreinigung 
n gefahrlich. Man verwende sowohl bei 8., wie bei 9. nur niedrig siedenden 
Petrolather. Es ist klar, daB alle verwendeten organischen Lésungsmittel 
h bei der Destillation keinen Rest zuriicklassen diirfen, weswegen es auch 
:, unerlaBlich ist, die L6sungsmittel vor dem Gebrauch einmal umzudestillieren. 
i 10. Ameisenséure in Tropfflasche. 
- 11. Fein granuliertes Zink. 
y A pparatur'), 
j 1. 8 bis 10 cem Rundfilter. 
1 2. Etwa 10cm breite und ebenso lange Stiicke von gewéhnlichem, 
t diinnem Filterpapier. Diese, wie auch die Rundfilter miissen vor dem 
Z Gebrauch 2 Stunden lang im Extraktionsapparat mit Alkohol extrahiert 
werden. Man extrahiert am besten zugleich eine gréBere Anzahl von diesen 
) Papieren. 
: 3. Extraktionsapparat mit elektrischem Heizkérper. 
} 4. Ein Satz von Destillierkélbchen mit Kappe. Ein Satz besteht aus 
) einem Kélbchen von 150, 80, 40 und zwei von 20cem. Alle Kélbchen 


passen zu derselben Kappe. 
5. Eine etwa 1 ccm-Pipette, mit Ventilschlauch montiert. 
6. Saugeréhrchen nach Abb. 2a, b, c, Lumen 0,5 bis 1,0 mm. 
7. Ein Filtersaugréhrehen nach Abb. 4. 
: 8. Ein gewdhnliches und ein diinnes Glasstibchen. 
9. Ein Zentrifugenrohr von etwa 15 ccm. 
10. Drei Zentrifugenréhrehen von etwa 10 ccm. 
1]. Ein Wageréhrchen nach Abb. 3 
12. Ein Me@zylinder von 50 ccm mit geschliffenem Glasstopfen. 
13. Ein Becherglaschen von etwa 80 bis 100 ccm. 


Analysenbeispiele. 
Die ausgefiihrten Analysen sind in folgender Tabelle zusammengefaBt 


Die Analysen waren derart angestelit, daB von einer gréBeren Portion 


1) Extraktionsapparat, Heizkérper, Kélbchen (in Form eines doppeiten 
Satzes mit Stativ), Wageréhrchen werden fiir den Handel durch die Firma 
A. Dargatz, Hamburg, Pferdemarkt 66, angefertigt. 
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frischen defibrinierten Schweineblutes parallele Proben von je 10 ccm ent- 
nommen und analysiert wurden. Um festzustellen, ob die gefundene Sub- 
stanz wirklich Fettsaiure sei und der Fehler additiv oder prozentisch ist, 
wurden aus demselben Blute bei kiinstlicher Zugabe verschiedener Olsiure- 
mengen weitere Analysen ausgefiihrt. 

In der Tabelle sind in Kolumne 1 die gefundenen Fettsiuremengen 
eingetragen. In der Kolumne 2 findet man die pro 10 ccm zugesetzte 
Olsduremenge. In Kolumne 3 steht die gefundene Fettsiuremenge nach 
rechnerischem Abzug der kiinstlich zugesetzten Olsiure. Die zwei Analysen- 
reihen, die an verschiedenen Blutproben angestellt waren, sind durch die 
horizontale Linie geschieden. JZahlen bedeuten Milligramm Fettséure 
(in 10 cem Blut). 





0,66 0,66 8 0,56 0,56 

0,44 0,44 9 0,70 0,70 

0,75 0,75 10 2,52 : 0,62 

1,86 : 0,60 ll 2,48 0,58 

1,80 j 0,54 12 2,21 ‘ 0,31 

1,62 j 0,36 13 4,14 0,34 

eke te 14 4,42 : 0,62 

7 0,55 — 0,55 15 4,24 3, 0,44 
Man ersicht aus dem Resultate der angefiihrten 15 Bestimmungen, 
daB die gréBten Abweichungen in einer Analysenreihe, d. h. die Differenz 
der erhaltenen gréB8ten und kleinsten Werte 0,40 nicht erreicht. Die gréBte 
Abweichung vom wahrscheinlichen Mittelwert ist also ungefaihr 0,2 mg, 
so da8 wir mit dieser Zah] auch die Grenze der Genauigkeit der Methode 
charakterisieren kénnen. Nachdem der Fehler bei den gréBeren angewandten 
Fettsiuremengen ungefiahr derselbe bleibt, kinnen wir auch sagen, da® der 
genannte Fehler von 0,2 mg ein additiver und kein prozentueller ist. Nach- 
dem die zugesetzten Fettsiuremengen mit demselben Fehler zuriickgefunden 
wurden, kénnen wir auch sagen, daB die chne Fettsiurezusatz gefundene 
Substanz wirklich dem tatsichlichen Fettsiuregehalt des Blutes entspricht. 





Zusammenfassung. 
Es wird eine Methode beschrieben, die es gestattet, die freien 
Fettsiuren von 10 ccm Blut mit einem Fehler von 0,0002 g gravimetrisch 


zu bestimmen?). 
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1) Bei dem normalen Gehalt des Menschenblutes von 0,0002 cem per 
Kubikzentimeter bedeutet dies einen Fehler von 10 Proz. 








Der Nachweis 
der mehrfach ungesittigten freien hohen Fettsiuren im Blute. 


Von 
A. vy. Szent-Gyorgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitat zu Groningen. ) 


(Eingegangen am 1. Februar 1924.) 


Die Studien der chemischen Genese der perniziésen Animie von 
R. Brinkman und A. v. Szent-Gydrgyi') lieBen die nichste Ursache 
dieser Krankheit in den freien hohen Fettsiuren des Blutes vermuten, 
und zwar zeigte die Analyse, daB es gar nicht auf die totale Menge 
dieses Blutbestandteiles ankommt, sondern bloB auf die Fraktion der 
mehrfach ungesittigten Fettsiuren, die normal nur einen verschwindend 
kleinen Teil der an und fir sich schon so geringen freien Fettsiure- 
fraktion ausmachen konnte. Mit dieser Erkenntnis ergab sich dann 
auch die Notwendigkeit einer Methode ihres Nachweises. Es war aber 
von vornherein deutlich, daB die Ausarbeitung einer solchen Methode 
mit ganz auBergewohnlichen Schwierigkeiten verbunden war, da nicht 
nur die so geringen Fettsiuren aus dem Blute isoliert werden muBten, 
sondern es muBten noch weiter die mehrfach ungesittigten Fettsiuren 
von der tiberwiegenden Menge der so ahnlichen gesittigten Fettsiuren 
differenziert werden, und dazu muBten noch all die nétigen Mani- 
pulationen mit so labilen, leicht oxydablen Substanzen ausgefihrt 
werden, wie es die mehrfach ungesittigten Fettsiuren sind, die eine 
sehr grobe Neigung zur Oxydation zeigen, bei der die doppelte Bindung 
und somit der einzige charakteristische Unterschied verschwindet, 
der der Angriffspunkt einer Isolierung sein kénnte. 

Der genaue quantitative Nachweis dieser Substanzen stéBt aber 
auch noch auf andere, vorliufig ganz uniiberwindbare Schwierigkeiten. 
Diese groBe Schwierigkeit liegt in erster Reihe in der sehr groBen Un- 
sicherheit unseres Wissens iiber die chemische Struktur der héher 
ungesittigten Fettsiuren des tierischen Ké6rpers. Ist unser Wissen 
itiber die Zahl der doppelten Bindungen eine schon recht unsichere, 


1) Proc. Roy. Acad. Amsterdam 26, 470, 1923. 
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so tasten wir ganz im Dunkeln bei der Frage iiber ihre absolute und 
relative Stellung im Molekil. Dies ist aber bei der Beurteilung des 
Verhaltens einer Fettsiure ein sehr wesentlicher Punkt, haben doch die 
doppelten Bindungen dicht in der Nahe der Carboxylgruppe, also in 
a, B-Stellung, polar entgegengesetztere Eigenschaften, als die weiter in 
der Kette gelegenen, und haben kumulierte, d. h. benachbarte Doppel- 
bindungen auch ganz besondere Eigenschaften. Weiterhin sei auf die 
groBe Verschiedenheit (auch in ihrer biologischen Wirkung) der trans-cis- 
Isomere der ungesittigten Fettsiuren hingewiesen. 

All diese Schwierigkeiten bedingten, daB es uns nicht méglich war, 
eine ganz exakte Methode zu schaffen, die es gestattete, auf Grund der 
chemischen Analyse genauen zahlenmaBigen AufschluB tiber die absolute 
Menge und Art der freien hohen, mehrfach ungesiittigten Fettsiuren 
im Blute zu geben, und wir uns endlich mit einer Methode begniigen 
muBten, die es uns gestattete, eine erhéhte Konzentration des Blutes 
an diesen Fettsiuren nachzuweisen. Leider ist es auch nicht gelungen, 
die Methode von subjektiven Faktoren zu befreien. Durch die groBe 
Oxydabilitat der nachzuweisenden Verbindung ist man zu einem sehr 
raschen und trotzdem sehr vorsichtigen und exakten Arbeiten ge- 
zwungen, so daB die Beweiskraft des Resultates hier in noch héherem 
MaBe wie bei anderen Analysen von der persénlichen Geschicklichkeit 
und speziellen Erfahrung des Untersuchers abhingen wird, die mehr 
Sicherheit bei der Beurteilung des Resultates bietet als die genaue 
Innehaltung der Vorschriften. Die Methode ist durch ihre Kompliziert- 
heit auch véllig ungeniigend, eine klinische Diagnosemethode zu bilden, 
und kann nur zur Erforschung der betreffenden Frage dienen. 


Allgemeines iiber die Methode. 


Man kann die chemischen Methoden, die zur Trennung der mehrfach 
ungesattigten Fettsiiuren von den gesiattigteren dienen, in zwei Gruppen 
einteilen. Erstens in solche, die die Fettséure als solche unverandert nach- 
weisen und als Grundlage der Trennung die verschiedenen Léslichkeiten 
der Fettséuren bzw. ihrer Salze benutzen. Leider wird aber durch die 
eintretenden zwei oder drei doppelten Bindungen in das groBe Fettséure- 
molekiil der Charakter der letzteren nicht in geniigend scharfer Weise ver- 
andert, um hieran eine Mikromethode anzukniipfen. 

Weit bessere Aussichten bieten jene Methoden, die die doppelte Bindung 
benutzen, um an ihr zunichst eine Addition auszufiihren und dann das in 
dieser Weise noch weiter verinderte Molekiil zum Nachweis zu bringen. 
Eine solche bekannte und durchaus bequeme Methode ist die der Brom- 
addition, bei der an jede doppelte Bindung zwei Bromatome addiert werden. 
Die aus den ungesiittigten Fettsiiuren entstandenen Tetra-, Hexa- und 
Oktobromide haben bekanntlich ziemlich scharfe und typische Léslichkeiten. 

Die ersten Studien iiber das Vorkommen der mehrfach ungesattigten 
Fettsiuren im Blute, bei denen die allgemein angewendeten Methoden zur 
Isolierung der Fettsiuren mit nachfolgender Bromierung verwendet wurden. 
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zeigten, daB der betreffende Extrakt des Blutes bei der Bromierung stets 
einen geringen atherunléslichen Niederschlag gibt, aus welchem Befunde 
wir auf die Gegenwart mehrfach ungesittigter Fettsiuren im normalen 
Blute schiossen (l.c.). Das eingehende Beschiiftigen mit dem Material 
belehrt uns aber, daB die Frage mit besonderen Schwierigkeiten verbunden 
sei und unsere ,,Fettsiurefraktion’* noch nicht rein war, und daB das 
Blut normalerweise lipoide Substanzen enthilt, die bei der Bromierung 
ebenfalls einen Niederschlag geben, trotzdem sie sicherlich keine héher 
ungesattigten Fettsiuren sind. Wir muBten also unsere erste Konklusion 
in Zweifel ziehen und die Frage des chemischen Nachweises einem eingehenden 
systematischen Studium unterziehen, das endlich zum Aufstellen der im 
vorhergehenden Stiick beschriebenen Methode fiihrte, die es erméglicht, die 
freien Fettsiuren des Blutes mit Sicherheit rein darzustellen. Die in dieser 
Weise isolierte Fettsiurefraktion des normalen Blutes gibt, wie an anderer 
Stelle eingehend beschrieben werden soll, bei der Bromierung keinen Nieder- 
schlag, so da8 wir im Gegensatz zu unseren ersten Befunden sagen kénnen, 
daB das normale Blut keine mehrfach ungesiittigten Fettsiuren in durch 
unsere Methoden nachweisbaren Mengen enthilt. 

Unser Vorgehen war also das, daB wir erst die Fettsiuren in reinem 
Zustande isolierten und dann unter den isolierten Fettsiuren die mehrfach 
ungesaéttigten durch Bromaddition nachzuweisen suchten. Bei diesem Vor- 
gehen hatten wir den Vorteil, da8 wir uns auch zugleich iiber die Menge der 
totalen freien hohen Fettséiuren orientieren konnten. Wir werden diese 
Methode als Methode A beschreiben. Im Laufe der Arbeit haben wir namlich 
die Methode noch etwas an die spezielle Aufgabe angepaBt und hierdurch 
die Methode etwas vereinfacht. Bei dieser Methode B verzichtet man aber 
auf die Bestimmung der freien totalen Fettsiurefraktion. Dies taten wir 
erst, nachdem wir uns unseren Erwartungen gema8 zweifelsohne iiberzeugen 
konnten, da in der perniziésen Animie die Menge der freien hohen Fett- 
sauren nicht vermehrt, eher noch vermindert ist, und da8 hier ausschlieBlich 
die Menge der so gefihrlichen héher ungesittigten Fettsiuren vermehrt ist. 
Bei einer Bestimmung der totalen freien Fettsiuren wird diese Vermehrung 
der mehrfach ungesi&ttigten Fettsiuren durch die stets noch tiberwiegende 
Menge der gesiattigten Fettsiuren verdeckt. 

Bei der Beschreibung der Methode wollen wir, um Wiederholungen zu 
vermeiden, an die vorhergehende Mitteilung anschiieBen. 


Die Methode. 


Methode A. Ein Abweichen von den Vorschriften der allgemeinen Fett- 
siuremethode (s. vorhergehendes Stiick) wird durch die relativ hohe Oxy- 
dabilitét der ungesiattigten Fettsiuren bedingt. Man muB8 also das Material 
méglichst rasch und méglichst schonend behandeln. 

Hierauf wird man schon bei der Vorbereitung der Bestimmung Riick- 
sicht nehmen. Man wird schon vorher alle GefaBe und Instrumente gebrauchs- 
fertig stellen und sich fiir die Dauer der Analyse jede andere Arbeit aus dem 
Wege riumen. Man mu8 ,,Bahn frei‘ haben und die ganze Bestimmung in 
einem Zuge abarbeiten. 

Weiterhin mu8 man trachten, das Material méglichst schonend zu 
behandeln, héhere Temperaturen nach Méglichkeit vermeiden und diese mit 
héherem Vakuum zu ersetzen. Wird doch an einigen Punkten der Pripa- 
rierung eine héhere Temperatur zur genauen Trocknung ndétig (z. B. beim 
Abdampfen des alkoholathaltigen Petrolathers), so beginnt man mit der 
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Erwirmung erst, wenn im Kélbchen schon ein héheres Vakuum (also eine 
geringe Sauerstoffspannung) erreicht ist. Man behebt dann das Vakuum 
auch erst, nachdem das Kélbchen wieder abgekiihlt ist. Besonders streng 
wird man die héhere Temperatur vermeiden, wenn Verdacht besteht, daB 
das Material irgendwie feucht ist, d. h. Wasser enthalt. In Gegenwart von 
Feuchtigkeit und Sauerstoff unterliegen die doppelten Bindungen besonders 
leicht der Oxydation. 

Mit Riicksicht auf die Oxydabilitét des Materials gestaltet sich die 
Extraktion etwas verschieden von der allgemeinen Methode der vorher- 
gehenden Mitteilung. Dem Aceton, in das das Blut eingegossen wird, wird 
auBer der Bariummischung noch ein Tropfen einer lproz. KCN und zwei 
Tropfen einer ebenso starken, nicht zu alten Hydrochinonlésung zugesetzt '). 

Nachdem man mit Aceton aufgekocht, filtriert und ausgepreBt hat, 
setzt man das Material wieder in dasselbe Becherglas ein, iibergieBt mit 
30 cem 96proz. Alkohol, das dieselben Zusiitze enthalt, wie das Aceton, 
dann verteilt man das Blut gleichm&Big, indem man dasselbe mit einem 
Glasstaébchen zerdriickt, kocht auf, halt den Alkohol am Wasserbad unter 
stetem Riihren 5 Minuten lang im Sieden, filtriert wieder und preBt griindlich 
aus. Beide Fliissigkeiten werden nun im groBen 150-cem-Destillierkolben 
vereinigt und unter vermindertem Druck auf etwa 40 ccm eingedampft, 
dann in einen mit geschliffenem Glasstopfen versehenen 50-cem-MeSzylinder 
iiberfiihrt. Der Kolben wird mit 10 cem Petrolather nachgespiilt. Dieser 
Petrolather dient zur ersten Ausschiittelung der Fliissigkeit, auf die noch 
zwei weitere Ausschiittelungen folgen. Vor der Ausschiittelung wird im 
Zylinder die Luft durch Kohlenséure ersetzt, die man auch im weiteren 
Laufe der Praparierung in freigiebiger Weise mehrfach gebrauchen kann. 

Diese Methode der Extraktion ohne Extraktionsapparat ist nicht 
quantitativ. Es wird aber nur wenig Lipcid zuriickgehalten, soviel dem 
unausgepreBten Alkohol entspricht. Da durch die Alkoholbehandlung 
alle Lipoide freigemacht sind, sind im Reste alle Lipoide gleichmaBig 
beteiligt, und es besteht keine Gefahr, daB eben die gesuchte Substanz, 
die Fettsiure, spezifisch zuriickgehalten ist. 

Weiter gestaltet sich die Methode, wie in der vorhergehenden Mitteilung 
beschrieben. Wir verweisen auf die dortigen Angaben und schlieBen nun bei 
dem Punkte an, wo wir das Material im Wageréhrchen trocken in Handen 
haben. Die Trocknung wird man natiirlich schonend vornehmen und nicht 
den Trockenschrank zu diesem Zwecke benutzen, sondern die Dampf 
trocknung vorziehen. Wird die Substanz nicht gewogen oder der Schmelz- 
punkt bestimmt, so wird man auf absolute Trockenheit auch kein besonderes 
Gewicht legen miissen. 

Wir haben also unsere Substanz in trockenem Zustande im Wage- 
réhrchen. Nun wird das Réhrchen in gemahlenes Eis gesetzt und auf 0° 
gekiihit. Nun gieSt man etwa '/,cem Ather zu, der vorher ebenfalls 
abgekiihlt wurde, und iiberzeugt sich mit seiner Lupe, ob sich das Material 
tadellos klar aufgelést hat. Ist dies nicht der Fall, so zentrifugiert man 
zwischen Eis ab und saugt in ein zweites Wageréhrchen um, indem man mit 
einigen Tropfen Ather nachspiilt. An Stelle des Zentrifugierens kann man 
auch das Filtersaugeréhrchen benutzen. 


1) Man kann die Hydrochinonlésung durch Ansiuern mit etwas Essig- 
siure relativ haltbar machen. Das Hydrochinon hat schon in kleinen 
Mengen einen sehr deutlichen, schiitzenden Einflu8 auf die Fettsiuren 
in bezug auf ihre Oxydation. 
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Haben wir nun unser Material in einer tadellosen atherischen Lésung, 
so wird wieder in Eis gekiihlt. Nun setzen wir unter steter Kiihlung aus 
einer diinnen Kapillare in kleinen Tropfen Brom zu, bis die Fliissigkeit 
deutlich braun gefarbt ist. Zwischen den einzelnen Tropfen sorgt man 
durch Umschwenken fiir eine gleichmaBige Verteilung des Broms. Hierbei 
entstehen nun aus den mehrfach ungesittigten Fettsiuren die ather- 
unléslichen Polybromide. Nun beobachtet man von Zeit zu Zeit sein Material 
mit seiner Lupe auf Bildung eines Niederschlages und setzt etwa nach 
1 Stunde in den Eiskasten und l&Gt hier iiber Nacht stehen, um am folgenden 
Tage nochmals die Prazipitatbildung zu beobachten. 

Wie an anderer Stelle ausfiihrlicher besprochen werden soll, gibt 
normales Blut unter diesen Umstanden nie ein Priazipitat, hat also keinen 
nachweisbaren Gehalt an héher ungesi&ttigten Fettsiuren. Ist jedoch der 
Gehalt des Blutes an diesen Fettsiiuren erhdht, so wie wir es wiederholt im 
hamolytischen Stadium der perniziésen Animie sahen, so erscheint einige 
Minuten nach der Bromzugabe eine Triibung, die man mit seiner Lupe gut 
beobachten kann. Bald entsteht danach ein sehr deutlicher, flockiger 
Niederschlag, der sich im Laufe einer Stunde zu Boden setzt und das 
typische flockige Aussehen der Fettsiurebromide hat. 

Natiirlich ist die absolute Menge dieses Niederschlages sehr gering, 
ohne Lupe oft auch nicht gut sichtbar, so daB eine quantitative Bestimmung 
dieser Substanz an der Kuhimannschen Wage nur bei verfeinerter Wige- 
methode mdglich ist. Zur Wagung dieses Materials haben wir ein besonderes 
Wageréhrchen konstruiert, das das Wiagen bis zur sechsten Dezimale 
erméglicht und in einem der nachfolgenden Aufsitze beschrieben werden soll 
(S. 302). Es sei aber hier zugleich bemerkt, daB eine solche zahlenmaBige 
Bestimmung nur sehr beschriankten Wert hat, auch schon aus dem Grunde, 
weil Tetra-, Hexa- und Oktobromide durch das Ejintreten des schweren 
Broms sehr verschiedene Gewichte haben im Gegensatz zu den entsprechenden 
zwei-, drei- und vierfach ungesattigten Fettséuren, die praktisch gleich schwer 
sind. Darum kann man sich mit der Schiitzung des Niederschlages be- 
gniigen — ob viel oder wenig —, da die Bedeutung des Niederschlages auch 
ohne zahlenmaBige Angabe um so deutlicher hervortritt, da doch normales 
Blut keine mehrfach ungeséttigte Fettsiure in nachweisbarer Menge enthalt 
und somit jedem Niederschlage eine pathologische Bedeutung zukommt. 

Soweit wir sehen konnten, ist der Bromniederschlag in heiBem Benzol 
nur teilweise léslich, lést sich nur sehr wenig in kaltem Benzol, so da§ wir 
es hier bei den pathologischen héher ungesittigten Fettsiuren, haupt- 
sichlich mit Fettsiuren mit drei und vier doppelten Bindungen zu tun 
haben, die also der im Aufbau der Phosphatide beteiligten Linolen- und 
Arachidinsaéure entsprechen wiirde. 

Die Grenze der Niederschlagsbildung liegt etwa bei einem Gehalt der 
atherischen Lésung an 0,02 mg Linolensiure. Wahrscheinlich liegt die 
Léslichkeitsgrenze der oktobromierten Arachidinséiure noch viel tiefer, 
so daB viel geringere Mengen dieser Fettsiiure einen Niederschlag geben. 

Methode B. Diese ist etwas schonender, gestattet aber, wie gesagt, 
keine Bestimmung der totalen freien Fettséiuren. 

Vorbereitung, Entwisserung wie bei Methode A. Ebenso laufen auch 
die ersten Momente der Praparierung bis zum Punkte 11 der vorhergehenden 
Publikation. Nun extrahiert man aber an Stelle von ameisensaurem Petrol- 
iither mit Petrolither, dem 5 Proz. 98proz. Alkohol zugesetzt wurde. Die 
Seifen der héher ungesiittigten Fettsiuren gehen hier glatt in Lésung. 


| 
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Man zentrifugiert und bringt die obenstehende Fliissigkeit in ein kleines 
K6élbchen, destilliert vollstdndig(!) ab. Zur Sicherheit gieBt man nun 
einige Kubikzentimeter reinen Petrolather auf, schwenkt einigemal gut um, 
verdampft dann auch diesen Petrolither vollstandig. Ist das Material nun 
im Kélbchen ganz trocken, dahe. auch alkoholfrei, so extrahiert man dreimal 
mit reinem Petrolather und zentrifugiert die abgegossene Fliissigkeit. Die 
gesuchten Seifen befinden sich nun im Kolben und im Zentrifugat. Hat man 
die obenstehende Fliissigkeit abgegossen, so extrahiert man den Kolben mit 
ameisensaurem Petrolather, wie in Punkt 11 der vorhergehenden Mitteilung 
beschrieben. Ebenso folgt man dem Punkte 12. Die Manipulationen des 
Punktes 13 werden weggelassen, und man fahrt fort mit dem Vorgange des 
Punktes 14. Weiterhin ist die Methode dieselbe wie Methode A. 
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Studien iiber die biologische Oxydation. 


I. Mitteilung: 
Uber die Sauerstoffaufnahme des Systems Linolensiure— S H-Gruppe. 


Von 
A. v. Szent-Gydérgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitaét zu Groningen. ) 


(Eingegangen am 1. Februar 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Band 199 des Piliigerschen Archivs (S. 531 bis 566) wurde von 
O. Meyerhof eine eingehendere Analyse des von Meyerhof und von 
F.G. Hopkins beobachteten thermostabilen Atmungssystems der Zellen 
gegeben. Hierbei wurde gezeigt, daB der Sauerstoff in diesem System 
unter dem katalytischen EinfluB der SH-Gruppe auf die mehrfach 
ungesittigten Fettsiuren der Gewebe bzw. der Phosphatide iiber- 
tragen wird. 

Es ist wohl klar, daB es sich hier um eine Beobachtung fundamentaler 
Bedeutung handelt, die sowohl fiir die allgemeine Theorie der Oxydation, 
wie fiir die speziellere Frage der Oxydation der Fette und der biologischen 
Bedeutung der Phosphatide die weitgehendsten Konsequenzen trigt. 
Nachdem die Linolensiure bei der Spontanoxydation mit dem Sauerstoff 
ein Peroxyd bildet und Meyerhof fand, da auf eine verschwindende Doppel- 
bindung zwei Atome Sauerstoff aufgenommen werden, nimmt er mit Wahr- 
scheinlichkeit fiir das Oxydationsprodukt die folgende Formel an: 


H—C—O 
H—C—O 


nach der also als Oxydationsprodukt der Linolenséure bei S H-Katalyse 
dasselbe Peroxryd wire, das auch bei der Spontanoxydation gebildet wird. 

Nachdem die Eigenschaften und Reaktionen dieses Peroxyds dem 
Verfasser aus den Studien von R. Brinkman und A. v. Szent-Gydrgyi 
iiber die Genese der perniziésen Animie bekannt waren und es auch 
diese Studien wiinschenswert machten, Niheres iiber das Schicksal 
und die Bedeutung der mehrfach ungesattigten Fettsiuren zu erfahren, 
wurde versucht, den experimentellen Beweis fiir die obige Meyerhof sche 
Forme! zu erbringen. 
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Bekanntlich ist das Peroxyd, das die Linolensiure bildet, chemisch 
sehr aktiv. Es vermag auch ohne Gegenwart von Katalysatoren die 
H J-Saure glatt zu Jod und Wasser zu oxydieren, wozu selbst Wasser- 
stoffperoxyd nicht befahigt ist. Sie oxydiert in Gegenwart von Kata- 
lysatoren (Hamoglobin) Hydrochinon, Pyrogallol, Benzidin zu ihren 
gefiirbten, leicht erkennbaren Oxydationsprodukten. 

Es wurde also die Linolensiure unter Mitwirkung der von Meyerhof 
empfohlenen Thioglykolsiure oxydiert (Technik siehe weiter unten), 
das Oxydationsprodukt von der Thioglykolsaure isoliert und auf ihre 
Reaktionen untersucht. In den drei diesbeziiglichen, voneinander un- 
abhangigen Versuchen ergab sich einstimmig das fiir uns so tber- 
raschende Resultat, daB die unter Mitwirkung der S H-Gruppe oxydierte 
Linolensiure keine der obigen Peroxydreaktionen gab. Nachdem die 
Kontrollversuche, in denen an Stelle der Linolensiure Linolensdure- 
peroxyd als Ausgangsmaterial diente, zeigten, daB das Peroxyd unter 
den angewandten Versuchsbedingungen bestindig ist und als Peroxyd 
mit den obigen Reaktionen leicht nachweisbar bleibt, konnten wir 
aus unseren Versuchen nur den SchluB ziehen, daB es sich hier nicht 
um ein Peroxyd handelt und die Linolensiure bei katalytischer Oxy- 
dation durch SH nicht ihr normales Oxydationsprodukt, das Peroxyd, 
bildet und den Sauerstoff in irgend einer anderen Form bindet. 

Bei diesem eingehenderen Beschaftigen mit dem Material ist es 
auch deutlich geworden, da fiir eine weitere Verfolgung dieser so 
bedeutenden, von Meyerhof begriindeten Frage eine sichere Kenntnis 
der Formel des Oxydationsproduktes unerlaBlich ist. Wiahrenddessen 
die Kenntnis dieser Formel einerseits weitgehende biologische Kon- 
sequenzen tragt, scheint ohne diese jede weitere Folgerung verfriht, 
selbst wenn es sich auch nur um die naheliegendsten Folgerungen handelt, 
die sich auf die direkte zahlenmiBige Verfolgung des Prozesses stiitzen. 

Verfasser hat sich die Aufgabe gestellt, diese Frage niher zu unter- 
suchen, und glaubt zu einer befriedigenden Lésung gekommen zu 
sein, wortiber in der vorliegenden Arbeit berichtet werden soll. 


Oxydation der Linolensiure und Isolierure des Oxydationsproduktes. 


Nach dem Vorgange von O. Meyerhof wurde als SH die Thioglykol- 
siure (abgekiirzt Thgs.) und die Linolenséure (abgekiirzt Lis.) verwendet’). 

Nach dem Vorgange Meyerhofs wurde die Lls. in der schwach essigsauren 
Lésung der Thgs. suspendiert und bei 37°C geschiittelt. Die Bindung des 
Sauerstoffs war aber unter diesen Bedingungen derart langsam, daB bei der 
nétigen langen Versuchsdauer befiirchtet werden mute, daB wir endlich 
die Produkte der Spontanoxydation der Lls. erhalten. Wir hatten Grund 
zu denken, daB dieses von Meyerhof abweichende Resultat durch die gréBere 
angewandte LIs.-Menge (3 bis 4 cem) verursacht wurde, die eine ungeniigende 


1) Beide Praparate wurden von Kahlbaum bezogen. 
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Dispersitat bedingte. Um der Lls. also die nétige groBe stabile Oberflache 
zu geben, wurde die folgende, besonders einfache Methodik angewandt, 
die dann auch eine den Meyerhofschen Angaben entsprechende energische 
Oxydation bzw. Sauerstoffaufnahme ergab. 

Die Lis. wurde in atherischer Lésung in ein etwa 300 cem groBes Stiick 
dicken, weichen FluBpapieres eingesogen. Nach Verdampfen des Athers 
bleibt die Lis. mit der gewiinschten groBen stabilen Oberfliche im Papiere 
zuriick. Dieses wurde nun mit der Thgs. in einen mit Sauerstoff gefiillten 
Glaszylinder geschlossen, der mit einem Gasometer in Verbindung stand 
und fiir die Zeit des Versuchs im Wasserbade versenkt wurde. Der mit 
O, gefiillte Gasometer gestattete eine grobe Ablesung des verbrauchten 
Sauerstoffvolumens. 

Nach dem Ablauf der Oxydation wurde das Papier extrahiert, das 
entstandene petrolitherunlésliche Oxydationsprodukt der Lls. (abgekiirzt 
Olls.) wird von dem wahrscheinlich unveranderten petrolitherléslichen Rest 
der Lis. getrennt und von der Thgs. isoliert. Die detailliertere Versuchs- 
anordnung war die folgende: 

Versuch 1. 4ccm Lis. werden in 16 ccm Ather gelést und in Papier 
gesogen. Nach Verdampfen des Athers wird das Papier mit 30 ecm 10proz. 
Thgs. (Thgs. gelést in n/300 Essig- 
siure) befeuchtet und in den Zylinder ae Be ie a ee 
geschlossen. Temperatur des Wasser- Re J J 
bades 34°C. Der O,-Verbrauch ist 
in der Kurve | des Diagramms dar- 
gestellt. Dem Wasserbade entnommen, 
wird der Zylinder tiber Nacht in den 
Eiskasten gestellt, dann wird das 
Papier mit etwa 250 ccm Wasser & 759 
extrahiert, dem bis zur bleibenden © 
Phenolphthaleinrotfarbung Ammoniak 
zugesetzt wurde. Dann wurde mit BaCl, add 
versetzt und das ausscheidende Ba-Salz 
der Fettsiiture abzentrifugiert. Das 
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Zentrifugat wird dreimal mit Wasser , 
griindlich gewaschen (je 150 ccm), aa 
dann unter Zugabe von wenig ver- ———— 
™ ee eee ee Pe a 
diinnter Schwefelsiure und Alkohol ’ Stunden 
zweimal mit Benzol, einmal mit Abb. 1. 


Benzolather extrahiert bzw. aus- 

geschiittelt. Die vereinigten benzolhaltigen Extrakte werden unter ver- 
mindertem Druck eingedampft, der Destillationsriickstand mit Petrolither 
griindlich extrahiert. 

Der isolierte petrolitherlésliche Teil ist ein leichtfliissiges, schwach- 
gelbes Ol, das in seinem ganzen Erscheinen der Ausgangssubstanz der un- 
oxydierten Lls. gleicht und eine starke Hexabromidreaktion gibt. Dieser 
Teil wird nicht weiter untersucht. 

Der petrolitherunlésliche Teil (Olls.) ist ein dunkelgelbes, sehr dick- 
fliissiges Ol. Es lést sich glatt und klar in Aceton, absolutem Alkohol, 
Benzolalkohol, unter Triibung in Ather und Benzol. 

Versuch 2. 2 ccm Lls. und 1 cem Thgs. werden gemengt, die Mischung 
in 12 cem Ather gelést, in Papier gesogen. Letzteres wird mit 20 cem n/100 
Essigséure befeuchtet. Temperatur im Wasserbad 40°. Sauerstoffverbrauch 
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auf 4ccm Lls. berechnet (mit 2 multipliziert), s. Kurve 2 des Diagramms. 
Nach der Oxydation wird das Papier mit 100 cem Wasser extrahiert, dem, 
wie in Versuch 1, Ammoniak zugesetzt wurde. der Extrakt mit BaCl, 
gefallt, scharf zentrifugiert. Das Zentrifugat wird mit Ather und dann bis 
zur sauren Reaktion mit Ameisensiure versetzt. Das sich abscheidende 
Wasser wird wegzentrifugiert und die Atherische Fettsiurelésung bei 
vermindertem Druck abgedampft. Dann wird mit Petrolither fraktioniert. 
Petrolatherléslicher Teil wie im Versuch 1. Der petrolitherunlésliche Teil 
wird in 70cem ammoniakalischem Wasser gelést, mit BaCl, gefiallt, das 
abzentrifugierte Priazipitat wie oben mit ameisensaurem Ather extrahiert, 
der Ather verdampft, der Rest nochmals mit Petrolather extrahiert. Rest 
(Olis.) Aussehen wie im Versuch 1. 

Versuch 3. 3cem Lls. und 1,5 cem Thgs. im selben Ather gelést, in 
Papier gesogen. Nach Verdampfen des Athers zeigt eine deutliche Er- 
wiairmung des Papiers, daB die Oxydation auch ohne Wasserzusatz erfolgt. 
Papier wird unbefeuchtet in den Zylinder eingeschlossen, bei Zimmer- 
temperatur belassen. O,-Verbrauch auf 4 ccm Lls. berechnet. Siehe 
Kurve 3 des Diagramms. 

Das Papier wird im Siedepunktsextraktionsapparat in CO,-Atmosphare 
unter Zugabe von wenig absolutem Alkohol mit Ather extrahiert. Extrakt 
wird bei vermindertem Druck eingedampft, mit Petrolather extrahiert. 
Rest wird in ammoniakalischem Wasser gelést, mit BaCl, gefallt, zentri- 
fugiert, Fettsiure mit Ameisensiure freigemacht und mit Benzolalkohol 
und Atheralkohol extrahiert. Vereinigte Extrakte werden eingedampft, 
nochmals griindlich mit Petrolaither extrahiert. Rest (Olls.) wie im Versuch 
1 und 2. 

Mit den derart erhaltenen drei Praparaten werden zur Klarung 


der Formel der Olls. die folgenden Analysen ausgefiihrt. 


Molekulargewichtsbestimmung. 


0,060 bis 0,120 g der Olls. werden in 4 cem Methylalkohol gelést, dann 
in Gegenwart von Phenolphthalein mit n/500 NaOH titriert. Da der 
Farbenumschlag wegen der Dissoziation der Na-Seifen nicht sehr scharf 
ist, wurden nach Eintreten der bleibenden Rotfairbung einige Tropfen einer 
starken BaCl,-Lésung zugesetzt und, wenn nétig, die NaO H-Zugabe fort- 
gesetzt. Der Farbenumschlag ist unter diesen Bedingungen ziemlich scharf 
zu erkennen. Die Titration geschieht aus der Preglschen Mikrobiirette. 
Fiir den Verbrauch des Blindversuches wird Korrektion genommen. Die 
gefundenen Molekulargewichte sind die folgenden: 





Gefunden | Mol.*Gewicht Lls. + 


Versuch 1, . bap th 276 + 18 
Versuch 2... . ; = 276+ 19 
Versuch 3 eR ee ee | = 27% +15 — 


Mittelwert . 


Wie aus den erhaltenen Zahlen ersichtlich, sind die Abweichungen 
vom Mittelwert nicht gréBer als 1 Proz., was ungefihr dem gemittelten 
Fehler der Methode entspricht. Die erhaltenen Molekulargewichte 
zeigen eindeutig, daB auf 1 Mol. Lis. stets nur 1 Atom Sauerstoff auf- 
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genommen wurde. Auf Grund dieses Befundes wiire also die Bildung 
eines Peroxyds ebenfalls auszuschlieBen. Es bleiben also folgende 
Formeln als a priori wahrscheinlich itbrig: 


1. 2. 3. 
I é | 
H—C—OH O H—C 
O 
C—H HOH H—C 
Eno! Keton Athylenoxyd. 


Zur Entscheidung wurden folgende weitere Versuche ausgefiihrt. 


Acetylierung. 

60 bis 120 mg Olls. werden in den a. a. O.') beschriebenen Destillier- 
wagerdhrchen gewogen, dann 1 ccm Pyridinessigsiureanhydrid zugesetzt, 
eine Viertelstunde im Dampfe des Wasserbades erhitzt, dann nach Ab- 
kiihlung mit n NaOH aus der Mikrobiirette titriert (Indikator Phenol- 
phthalein). Parallel wird ein Blindversuch einerseits ohne Fettsiéure, 
andererseits ohne Pyridinessigsiure ausgefiihrt und am Resultat die 
entsprechende Korrektion vorgenommen. Die Methode wird vorher auf ihre 
Leistungsfahigkeit mit Glycerin gepriift. Der Versuch wird mit der Olls. des 
Versuches | und 2 sowie eines dritten hier nicht beschriebenen Versuchs aus- 
gefiihrt. Alle drei Versuche waren negativ, und die Titration ergab die 
theoretischen Werte ohne jeden Schwund von Saurevalenzen. 

Es wird also durch Olls. keine Essigsiure addiert, weshalb auch die 
Anwesenheit einer OH-Gruppe mit groBer Wahrscheinlichkeit aus- 
zuschlieBen ist. 


Verhalten gegen FeCl,. 


Die Olis. wird in alkoholischer Lésung mit FeCl, behandelt. Es zeigt 
sich keine Rotfarbung. Wiederholte Versuche stets negativ. Nachdem 
die Reaktion mit FeCl, eine ziemlich zuverlassige Reaktion der Enole 
darstellt, ist auch die Anwesenheit eines Enols mit ziemlicher Wahrschein- 
lichkeit auszuschlieBen. 


Verhalten gegen Phenylhydrazin. 


Die Olis. wird in wiasserig-alkoholischer Lésung mit essigsaurem 
Phenylhydrazin am RiickfluBkiihler mehrere Stunden lang gekocht. Das 
Produkt wird vom Hydrazin durch wiederholtes Waschen mit Wasser 
und Umfiallung tiber das Bariumsalz gereinigt. Dann wird das Material in 
der Mikrodumas-Analyse auf seinen Stickstoffgehalt gepriift. Das erhaltene 
Material zeigt sich in der Mikrodumas-Analyse bei beiden Versuchen 
(Olls., Versuch 2 und 3) vollkommen N-frei, so daB die Bildung eines 
Hydrazons mit Sicherheit auszuschlieBen ist. Hierdurch wird auch die 
Anwesenheit eines Ketons bis zu einem gewissen Grade unwahrscheinlich. 

Unter diesen Umstanden bliebe also die Formel 3 des Athylenoxyds 
als die wahrscheinlichste iibrig. Die Formel ist durch ihre wohlbekannten 
Reaktionen einer direkten Priifung zugainglich. Es wurden in dieser Richtung 
folgende Versuche ausgefiihrt. 


1) Diese Zeitschr. 1924. 























A. v. Szent-Gyoérgyi: 


Verhalten gegen MgCl, und FeCl,. 


Alkylenoxyde reagieren mit starker MgCl,-Lésung nach der Formel: 


| 
HC HCC! 
2 O + 2H,O + MgCl, = 2 + Mg(OH),, 
HC 


H—C—O H 
wobei die Ausscheidung von Magnesia beobachtet wird. Analog verlauft 
die Reaktion mit FeCl). 

In unserem Falle war die Reaktion durch den Umstand gestért, da 
das entstandene Hydroxyd mit der Carboxylgruppe reagieren und hierbei 
eine Seife geben mu. Bei Fe wird eine solche Reaktion durch die relative 
Unléslichkeit der entsprechenden Seife wohl erkennbar, hingegen wird 
durch die relative Léslichkeit der Mg-Seifen die Reaktion verdeckt. Dem- 
entsprechend haben wir beim Kochen der Olls. mit FeCl, in wiisserig- 
alkoholischer Lésung bei Erwarmung eine deutliche Triibung beobachtet, 
die beim Abkiihlen noch starker wurde. Nachdem die Triibung oder Nieder- 
schlagsbildung bei Kochen mit MgCl, ausblieb, versuchten wir die Reaktion 
titrimetrisch zu verfolgen, mu8 doch die Bildung von Mg(OH), mit einer 
Abnahme des Siéuretiters einhergehen. Der Versuch wurde also folgender- 
maBen angestellt. 

1,00 cem einer ungefihr 6proz. alkoholischen Olls.-Lésung werden in 
einem kleinen Kolben mit 1,00 cem einer MgCl,-Lésung versetzt (die durch 
Verdiinnen einer konzentriert-wasserigen MgCl,-Lésung mit gleichen Teilen 
Alkohol gewonnen wurde). Es werden zwei parallele Versuche angestellt. 
Der Inhalt des einen Kélbchens wird sofort mit n/500 NaOH bei Gegenwart 
von Phenolphthalein titriert. Das andere Kélbchen wird am Wasserbade 
bis zum Kochen erwirmt, dann eine Viertelstunde lang am Rande des 
Wasserbades belassen. Der hierbei verdampfende Alkohol wird ersetzt. 
Dann wird abgekiihit und titriert. Verbrauch n/20 NaOH unerwarmt 
3,80, erwirmt 3,55 cem. Es zeigt sich also der sehr deutliche Verbrauch von 
0,45 ccm, so daB die Reaktion als positiv bezeichnet werden kann. Kontroll- 
versuch mit Lls. negativ. 


Verhalten gegen Tollens Reagens. 


Tollens Silberreagens wird durch Aldehyde und Athylenoxyde reduziert, 
von welchen hier nur die letzteren in Betracht kommen konnten. Der 
Versuch zeigte, daB das Reagens durch die Olis. bereits in der Kalte 
reduziert wird. Schon bei relativ geringer Erwirmung wird die Reduktion 
sehr intensiv, wobei sich ein dicker Silberspiegel bildet. Ls. gibt die 
Reduktion nicht. 


Spaltung des Athylenoxydringes durch Siuren. 


Besonders typisch und entscheidend ist das Verhalten der Athylenoxyde 
Sauren gegeniiber, durch die der Ring unter Bildung eines Glykols gespalten 
wird, wobei sich die Monoester des entstandenen Glykols bilden. Diese 
Reaktion muB8te sich in unserem Falle neben der entsprechenden Ver- 
anderung der Eigenschaften des Materials in dem Anstieg des titrimetrisch 
festgestellten Molekulargewichtes auf ungefaihr das Doppelte kundgeben. 

270 mg Olls. werden in 2 com Methylakohol gelést, dann 2 cem Wasser 
und zwei Tropfen 10proz. H,SO, zugegeben, die Mischung in einem zu- 
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geschmolzenem Réhrchen im kochenden Wasserbade 6 Stunden lang 
erwirmt. Im Laufe der Reaktion scheidet sich das anfangs ziemlich lésliche 
Ol in einer fliissigen Masse aus, die mehrmals aufgeschiittelt wird. Nach 
Ablauf der genannten Zeit wird das Réhrchen geédffnet und zentrifugiert. 
Das sich abscheidende 01] wird in Wasser aufgeschiittelt, nochmals an der 
Zentrifuge ausgeschieden, dann in sein Bariumsalz iiberfiihrt, aus diesem 
isoliert und dann das Molekulargewicht nach der obigen Methode bestimmt. 

Das derart isolierte Reaktionsprodukt hat von dem Ausgangsmaterial 
wesentlich abweichende Eigenschaften. Seine Na-Seife ist in Wasser nur 
schlecht, unter Triibung léslich (Na-Seife der Olls. in Wasser klar léslich), 
und sein Ba-Salz ist gegeniiber dem festen Niederschlag des Ausgangs- 
materials eine dicke Schmiere. Beide Eigenschaften weisen auf ein relatives 
Zuriicktreten der Carboxylgruppe. Die Molekulargewichtsbestimmung 
ergibt ein Gewicht von 551, also ungefahr das Doppelte des des Ausgangs- 
materials. Die Olls. zeigt also auch an diesem Punkte das fiir Athylenoxyde 
typische Verhalten. 

Verhalten gegen Jod. 


Auf Grund der oben angefiihrten Versuchsreihe halten wir uns zu 
dem SchluB berechtigt, daB es sich hier tatsichlich um ein Alkylenoxyd 
handelt und der Sauerstoff somit unter Katalyse der SH-Gruppe durch 
die Lls. in dieser Ringform aufgenommen wird. Wir haben nun noch 
das Verhalten dem J gegeniiber untersucht. 

Uber die Formel des Olls. konnte diese Reaktion nicht viel aus- 
sagen, da doch auch die genaue Untersuchung der entsprechenden 
Bindung durch die starke J-Adsorption der noch anwesenden beiden 
doppelten Bindungen gestért werden muBte. Diese Reaktion ist aber von 
unserem Standpunkte aus darum von Bedeutung, weil der Schwund 
der doppelten Bindungen bei der Oxydation durch Meyerhof ebenfalls 
durch diese Methode untersucht wurde. Nachdem Meyerhof durch 
Messen .der O,-Adsorption und der Jodzahl auf eine verschwindende 
Doppelbindung mehr als ein Atom O aufgenommen findet, halt er 
die Bildung einer Oxyfettsiure fiir unméglich. Aus demselben Grunde 
wiire aber auch die Annahme eines Athylenoxyds ebenfalls auszu- 
schlieBen, da doch hier auf eine doppelte Bindung ebenfalls nur ein 
Atom O aufgenommen wird. 

Handelt es sich aber wirklich um ein Athylenoxyd, so ist es deutlich, 
daB die Methode der Jodaddition keinen Aufschlu8 itiber die Anzahl 
der verschwundenen Doppelbindungen aussagen kann. Bekanntlich 
werden die Athylenoxyde durch HJ im Sinne der Formel 


Ht 
0 + 23H | +H,O 
H—C’ H—C—J 
| | 
gespalten. Nachdem in einer Jodlésung stets HJ (ebenso wie in einer 
HJ-Lésung stets J) anwesend ist, steht zu erwarten, daB das ent- 
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standene Alkylenoxyd in demselben Mafe Jod bindet, als ob es die 
unoxydierten Doppelbindungen enthalten wiirde. Eine Verringerung 
der Jodzahl ist durch Erhéhung des Molekulargewichtes um etwa 
5 Proz. nur in sehr beschrinktem MaBe zu erwarten. 

In unseren Versuchen wurde die Jodzahl mit dem Ausgangs- 
material (Lis.) und der Olls. im Versuch 2 und 3 bestimmt, im ersteren 
Falle mit der Hiiblschen, im zweiten Falle mit der Hiibl-Walleschen 
Lésung. Das Material wurde in beiden Fallen mit einer 11-cmm-Auswasch- 
prazisionsmikropipette abgewogeén. Die iberschiissige Jodmenge 
wurde mit 0,91n Thiosulfatlésung zuriicktitriert. Die Genauigkeit 
der Methode war ungefaihr 6 Proz. Die Titration zeigt, daB die Jodzahl 
im Versuch 2 bei der Oxydation der Lls. zu Olls. praktisch unverindert 
geblieben ist, wahrend sie im Versuch 3 um 10 Proz. abnahm. Aus 
diesen Versuchen laBt sich also schlieBen, daB das Jodadditionsvermégen 
durch die Oxydation, der Erwartung gemaB, nicht abgenommen hat. 
Wire durch die Oxydation das einer doppelten Bindung entsprechende 
Jodbindungsvermégen verloren gegangen, so hitten wir das sehr 
deutliche Sinken der Jodzahl um mehr als 30 Proz. beobachten miissen. 

Wiahrend also auch dieses Verhalten mit der Alkylenoxydforme] 
in gutem Einklang steht, kénnen wir sagen, daB bei diesem Problem 
das durch Jodaddition gemessene Additionsvermégen keinen AufschluB 
tiber die Zahl der verschwundenen doppelten Bindungen geben kann. 


Wodurch das durch Meyerhof gefundene Sinken der Jodzahl bedingt 
war, kann nicht gesagt werden. Méglicherweise handelte es sich um 
sekundiire Reaktionen. ‘ 

Als wesentliches Resultat méchten wir aber aus diesen Versuchen 
nur die Folgerung ziehen, daB unsere Versuchsresultate und auch die 
Annahme einer Alkylenoxydbindung in keinem prinzipiellen Gegensatz 
zu den Resultaten der von Meyerhof ausgefiihrten Messungen stehen. 


Allgemeines iiber die Athylenoxydbindung. 


Da die Athylenoxydbindung in der organischen Chemie relativ 
selten angetroffen wird, schien die Annahme einer solchen Formel 
etwas Unerwartetes, Ungewohntes zu sein. Beim naheren Uberlegen 
haben wir diesen Eindruck aber nicht nur verloren, sondern kamen 
sogar zu der Anschauung, daB das Entstehen einer solchen Bindung 
auf Grund der bekannten Tatsachen logisch erwartet werden muBte. 

,. Wir miissen uns bei der theoretischen Behandlung des Sauerstoff- 
molekiils von vornherein der Tatsache bewuBt sein, daB in dem System 
O=O jeder Eingriff in erster Linie die Doppelbindung, ganz im gleichen 
Sinne wie beim Athylen H,C=CH,, auf dem Wege der Addition zu 
lésen hat und da erst von dieser primiren Reaktionsphase aus die 
Zerlegung zwischen den beiden Sauerstoffatomen erfolgen kann. Das 
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Prinzip dieser Reaktionsweise wird am einfachsten Beispiel, an der 
Bildung des Wassers aus den Elementen, sofort klar. Hier ist das 
primare Auftreten von Hydroperoxyd durch neue Untersuchungen 
sichergestellt: O=—O + H, —-> HO—OH?!).“ 

Aus demselben Grunde kénnen wir mit F.G. Hopkins erwarten, 
daB sich aus der SH-Gruppe bei der Bindung des zu iibertragenden 
Sauerstoffs primar ein Peroxyd, namentlich ein Hydroperoxyd bildet. 
Hat dieses Gelegenheit, auf eine doppelte Bindung einzuwirken, so 
kénnen wir auf Grund der Untersuchungen von N. Prileschajev*) 
erwarten, daB beide miteinander glatt reagieren und der Sauerstoff 
an der doppelten Bindung unter Bildung eines Athylenoxyds addiert 
wird. Diese Reaktion verliuft unter Verwendung von Hydroperoxyden 
derart glatt, daB sie vom genannten Autor zum Nachweis von doppelten 
Bindungen empfohlen wird). 

Unsere, von olger Arbeit abgeleiteten Konsequenzen iiber die 
Formel der Olls. stehen also in guter Ubereinstimmung mit den wahr- 
scheinlichen Konsequenzen der aus dem Studium der Oxydations- 
vorginge hervorgehenden Tatsachen. Andererseits denken wir aber 
auch, daB unsere Befunde mit der Annahme der Athylenoxydbindung 
zur Wahrscheinlichkeit beitragen, mit der wir im primaren Oxydations- 
produkt der SH-Gruppe ein Peroxyd vermuten. 


SchluBfolgerung. 


Das aus der Linolensiure unter katalytischer Einwirkung der 
SH-Gruppe entstehende primaire Oxydationsprodukt ist kein Peroxyd, 
sondern ein Athylenoxyd. 


1) H. Wieland, Uber den Mechanismus der Oxydationsvorgiinge. Erg. 
d. Physiol. 20, 480, 1922. 

2) N. Prileschajew, Chem. Centralbl. 1907, I, 787; Ber, 42, 4811, 1909; 
Chem. Centralbl. 1911, I. 1279; ebendaselbst 1912, II, 2090. 

8) Nachdem die Reaktion auch in lipoiden Lésungsmitteln glatt ablauft, 
ist es auch verstandlich, daB die SH-Oxydation der Lls., so wie Meyerho/ 
findet, durch Narkotika nicht gehemmt wird. 
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Studien iiber die biologische Oxydation. 


II. Mitteilung: 
Ober den Mechanismus und die Bedeutung der SH-Katalyse, 


Von 
A. v. Szent-Gyérgyi. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Groningen.) 
(Eingegangen am 1. Februar 1924.) 


In der vorhergehenden Mitteilung') wurde gezeigt, daB das unter 
katalytischer Mitwirkung der SH-Gruppe entstehende Oxyd der 
Linolensiure ein Athylenoxyd ist, und es wurde darauf hingewiesen, 
daB das Entstehen eines Athylenoxyds an einer Doppelbindung mit 
groBer Wahrscheinlichkeit fiir die Anwesenheit eines Peroxyds spricht. 
Wiirde dies tatsichlich zutreffen, so miiBte man sich die S H-Katalyse 
fir diesen Fall derart vorstellen, daB sich die SH-Gruppe zu einem 
sehr geringen Teile mit dem O=O der Luft zu einem Peroxyd verbindet. 
Der derart aktivierte Sauerstoff wird dann der zu oxydierenden Substanz 
abgegeben. Nachdem die als SH verwendete Thioglykolsiure bei saurer 
Reaktion an der Luft praktisch keinen Sauerstoff aufnimmt, mu8 
man annehmen, daB stets nur ein sehr geringer Teil der Thioglykol- 
siure sich mit dem Sauerstoff zu Peroxyd verbindet, aber daB das 
entladene Peroxyd stets mit groBer Schnelligkeit nachgebildet wird. Mit 
anderen Worten wiirde dies heiBen, daB das Gleichgewicht zwischen 
der Thioglykolsiure und ihrer Peroxydform sehr stark gegen die Seite 
der ersteren verschoben ist und sich bei Entladung des Peroxyds 
sehr rasch wieder einstellt, so daB die Reaktion bei Zufiigung eines 
oxydablen K6rpers mit betrichtlicher Schnelligkeit nach der Seite der 
Oxydation ablaufen kann. 

Mit der Annahme eines derartigen Vorganges sind aber weit- 
gehende Konsequenzen verbunden. [Einerseits beziehen sich diese 
Konsequenzen auf die speziellen Fragen der Oxydation verschiedener 
Substanzen im tierischen Organismus, nachdem wir doch aus den 
Arbeiten von A. Heffter, F. Batelli und L. Stern, besonders aber von 
O. Meyerhof und F.G. Hopkins wissen, daB der Sulfhydrylgruppe eine 
sehr weitgehende Bedeutung fir die Zellatmung zukommt, wenn sie 
nicht gar im Mittelpunkte der ganzen Zellatmung steht. 


1) Diese Zeitschr. 1924. 
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Andererseits bliebe auch die allgemeine Theorie der Zellatmung 
durch diese Frage nicht unberihrt. Bekannterweise wurde in neuerer 
Zeit die Idee des aktiven Sauerstoffs von vielen Forschern ganz auf- 
gegeben und mit der Idee des aktiven Wasserstoffs ersetzt, trotzdem 
die biologischen Oxydationen viele frappante Analogien mit der Peroxyd- 
oxydation aufweisen und Peroxydasen in der Zelle eine derart allgemeine 
Verbreitung haben, daB ihre Gegenwart von manchen Forschern als 
Kriterium des Lebens verwendet wird. 

Bei der experimentellen Bearbeitung der Frage schien der erste 
nétige Schritt der zu sein, die Gegenwart eines intermediiren Peroxyds 
an der SH-Gruppe mit direkten und sicheren Methoden nachzuweisen. 

Vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dieser Frage, und Verfasser 
denkt, daB es ihm gelungen ist, diese mit befriedigender Sicherheit zu 
beantworten. Es sei hier also vorausgreifend das Resultat dieser Arbeit 
wiedergegeben, das sich dahin zusammenfassen liBt, daB die S H-Gruppe 
den molekularen Sauerstoff primar als ein chemisch in hohem Mafe 
aktives Peroxyd bindet. 


Experimenteller Teil. 


Unser Plan war der, die Thioglykolsiure in Gegenwart von pflanz- 
licher Peroxydase mit einer Reihe der bekannten Peroxydreagenzien 
(Hydrochinon, Pyrogallol, Benzidin, Leukofarbstoffe usw.) zusammen- 
zubringen, um aus dem entstehenden gefirbten Oxydationsprodukt 
auf das Bestehen oder Nichtbestehen des Peroxyds schlieBen zu kénnen. 
Es wurde also nach dem Vorgange von A. Bach") aus Meerrettich- 
wurzeln eine sehr aktive Peroxydase pripariert. Weiterhin wurde 
nach Baeyer und Villinger®) Athylperoxyd hergestellt, um hiermit 
ohne Stérung durch Katalasen die optimalen Wasserstoffionenkonzen- 
trationen der Peroxydasereaktion fir die weiteren Versuche festzustellen. 
War dies bekannt, so schritten wir nun zur Untersuchung der Thio- 
glykolsiure. Das Versuchsresultat war aber negativ, das System 
Thioglykolsiure + Peroxydase + Peroxydreagens gab keine gefiirbten 
Oxydationsprodukte. 

Eine eingehendere Analyse zeigte aber, daB diesem negativen 
Resultat keine Beweiskraft zugeschrieben werden kann. Den allge- 
meinen Erfahrungen entsprechend, konnten wir uns nimlich tiberzeugen, 
daB der durch pflanzliche Peroxydase tibertragene Sauerstoff nur 
labilen Wasserstoff wegzuoxydieren vermag, um den es sich auch in 
den genannten Peroxydasereaktionen handelt. Es liegt aber im Wesen 
der Sache, daB der wegoxydierte Wasserstoff auch mit groBer Leichtig- 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 87, 3785, 1904. 
2) S. A. Bach und R. Chodat, ebendaselbst 86, 1756, 1903. 
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keit wieder angenommen wird, wenn man das Oxydationsprodukt mit 
einem geniigend wirksamen Reduktionsmittel behandelt. Bekannter- 
weise ist aber die Thioglykolsiure selbst ein derartiges starkes Reduk. 
tionsmittel, das, wie wir uns tiberzeugen konnten, die gefirbten Oxy- 
dationsprodukte der oben genannten Peroxydreagenzien mit Leichtig- 
keit wieder zu ihren ungefarbten Verbindungen zu reduzieren vermag. 
Es muBte also eine Oxydation in Gegenwart eines starken Reduktions- 
mittels nachgewiesen werden. 

Es war also deutlich, daB uns keine der oben genannten Reagenzien 
auf unsere Frage eine Antwort geben konnte, sondern daB hier zum 
Nachweis des Peroxyds eine irreversible Reaktion herangezogen werden 
muBte. Zu diesem Ende schien uns die von F. Batelli und L. Stern") 
beschriebene Oxydation der Ameisensiure zu Kohlenséure und Wasser 
geeignet, die eine praktisch irreversible Reaktion darstellt, so dab 
die Reaktion nicht durch eine sekundire Reduktion gestért werden 
konnte. Bei dieser Reaktion war aber unser Katalysator, die pflanz- 
liche Peroxydase, unbrauchbar, da diese den Sauerstoff nicht in ge- 
niigend aktiver Form iibertrigt, um diese Siure wegoxydieren zu kénnen, 
eine Beobachtung, in der wir Batelli und Stern bestatigen kénnen. 

Es muBte also ein Sauerstoffiibertriager gesucht werden, der den 
Sauerstoff in aktiverer Form iibertragt, als dies bei den pflanzlichen 
Peroxydasen der Fall ist. 

Als solche waren uns zwei Katalysatoren bekannt, die tierische 
Peroxydase, itiber die wir noch keine persénliche Erfahrung besaBen, 
und das Eisen. Die katalytische Wirkung des letzteren ist aus der 
Literatur seit lange her bekannt und war uns auch geliufig. Aus tech- 
nischen Griinden entschlossen wir uns also zum Gebrauch des letzteren. 

Unsere Versuchsanordnung gestaltete sich also derart, daB wir 
die zu untersuchenden Fliissigkeitsmischungen in eine Mikrowasch- 
flasche brachten, diese im Wasserbade auf 37°C erwarmten und durch 
die Waschflasche einen ruhigen Strom kohlensdurefreier Luft saugten. 
Hinter diese erste Wascbflasche mit der zu untersuchenden Substanz- 
mischung wurde eine zweite geschaltet, die mit Barytwasser beschickt 
wurde. In dieser wurde also die etwa produzierte Kohlensiéure als 
Bariumcarbonat aufgefangen und als solche erkannt. Die Menge des 
derart gebildeten Carbonats wurde nicht quantitativ bestimmt, da 
wir keine zahlenmaBigen Angaben nétig hatten. Wir bezeichnen in 
den folgenden Protokollen eine maBige Triibung des Barytwassers 
mit +, eine starke Triibung mit ++ +. Die Versuche dauerten stets 
ungefihr 10 Minuten lang. 

Die verwendeten Lésungen waren die folgenden: 


') Diese Zeitschr. 18, 44, 1908. 
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1. Athylperoxyd ist auf aktiven Sauerstoff berechnet 1,0n. In allen 
Versuchen wurde 1 ccm dieser Lésung gebraucht. 

2. Ameisensdure, normal. In allen Versuchen wurde | ccm gebraucht. 

3. Wdsserige Lésung des Mohrschen Salzes. Die Losung enthielt ur- 
spriinglich 1 mg Fe per Kubikzentimeter, wurde aber durch Sediment- 
bildung schwacher. In allen Versuchen wurde zur entsprechenden Mischung 
0,2 cem dieser Lésung zugefiigt. 

4. Wiasserige Lésung von Thioglykolsdure (Kahlbaum). Starke (acidi- 
metrisch) normal. In allen Versuchen wird 0,5 cem dieser Lésung gebraucht. 

Zunachst wurde die Oxydation der Ameisensiure mit Athyl- 
peroxyd untersucht. Es zeigte sich hierbei, daB die freie Ameisensiure 
durch das Peroxyd allein nicht angegriffen wird, von diesem hingegen 
in Gegenwart eines Sauerstoffiibertrigers (Fe) ziemlich energisch zu 
CO, oxydiert wird. Hiernach wurde die Thioglykolsiure gepriift, 
wobei Thioglykoisiure mit Ameisensiiure gemengt wurde. Hierbei 
zeigte sich ein dem Athylperoxyd ganz analoges Verhalten: Thio- 
glykolsiure plus Ameisensiure gibt kein CO,, Thioglykolsiure plus 
Ameisensaure plus Fe gibt eine ziemlich energische, wenn natiirlich 
auch etwas schwichere CQ,-Produktion. Wiederholte Versuche geben 
dasselbe Resultat, das mit den entsprechenden Kontrollversuchen in 
die Tabelle I eingetragen ist. 


Tabelle I. 





| COyProduktion | CO,Produktion 


Mischung ohne Fe mit Fe 


Athylperoxyd 
Ameisensiure . 

| Thioglykolséure . a fe { 

| Athylperoxyd, Ameisensiiure. . . . +44 

| Thioglykolsiure, Ameisensiure. . . ++ 

Hiermit war also die Gegenwart eines Peroxyds an der Thioglykol- 
siure festgestellt. Immerhin schien es aber wiinschenswert, weitere 
Analogien auch bei Anwendung anderer Substanzen zu erhalten. Es 
wurde also nach weiteren Reaktionen des Athylperoxyds gesucht. 
Hierbei zeigte sich, daB durch das Athylperoxyd bei Gegenwart von Fe 
in analoger Weise die folgenden Substanzen zu CO, oxydiert werden: 
Essigsiure, Propionsiure, Valeriansiure, Milchsiure, hingegen un- 
oxydiert bleiben: Buttersiure und Glucose (letztere wurde durch einen 
Tropfen 0,15 mol. Phosphorsiéure sauer gemacht). Die Priifung der 
Thioglykolsiure ergab ein dem Athylperoxyd vollkommen analoges 
Verhalten. In allen Versuchen, in denen an Stelle des Athyl- 
peroxyds Thioglykolsiure verwendet wurde, wurde dieselbe analoge, 
wenn natiirlicherweise auch etwas schwichere CO,-Entwicklung er- 
halten. Ohne Fe war auch die Thioglykolsiure in allen Fillen un- 
wirksam. Die von Athylperoxyd unangegriffenen Substanzen blieben auch 
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bei der Thioglykolsiure unangegriffen. Eisen selbst, ohne Thioglykol- 
siure, gab mit keinem der genannten Substanzen eine C O,-Entwicklung 
(in der Tabelle sind diese Kontrollversuche weggelassen). Alle Saéuren 
wurden als normale Lésungen (in demselben Verhiltnis wie bei der 
Ameisenséure) verwendet. Von Glucose wurde eine 10proz. Lésung 
gebraucht. Die Einwirkung der Peroxyde auf Glucose wurde auch im 
Polarimeter kontrolliert, wobei keine Drehungsveranderung gefunden 
wurde. Im Barcroftmanometer gab Glucose mit der Thioglykolsiure 
auch keinen Sauerstoffverbrauch, so daB wir annehmen kénnen, daB 
die Glucose durch die Peroxyde vollkommen unbeeinfluBt blieb. 


Tabelle II. 





Nr. | Miscbung CO=Produktion ae) 


+++ 
++ 


es 
+ 


la  Essigsiure, Athylperoxyd 
Ib | Essigsiure, Thioglykolsiure 


2a | Propionsaure, rie erate : 
2b Propionséure, Thioglykolséure . . 


3a | Buttersdure n, Sehgipeenys . 
3b Butterséure n, Thioglykolsaure . 


4a Milchsiure, Athylperoxyd 
4b | Milchséure, Thioglykolsfure ... . 


5a | Glucose, Athylperoxyd 
5b | Glucose, Thioglykolsiure 
Aus dieser Tabelle erhellt zweifellos, daB wir es hier mit einem 
Peroxyd zu tun haben, und daB sich die Thioglykolsiure also mit dem 
Sauerstoff der Luft zu einem Peroxyd verbindet, das bei Gegenwart 
eines geeigneten Sauerstoffiibertragers zur Entfaltung starker oxydativer 
Wirkungen befahigt ist. 


IO 


OO 


09 00 00 


Zusammenfassung. 

Die Thioglykolsiure verbindet sich mit dem molekularen Sauerstoff 
der Luft zu einem sehr aktiven Peroxyd und ist in dieser Weise be- 
fahigt, mit oder auch ohne Gegenwart geeigneter Katalysatoren fir 
die Zellatmung wichtiger Substanzen 1u Kohlenséure zu oxydieren, 
und somit die Reaktion zwischen molekularem Sauerstoff und der 
sonst stabilen zu verbrennenden Substanz zu vermitteln. 
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Kritisches und Experimentelles 
iiber die Ermittlung des Tyrosingehaltes von Proteinen. II. 


Von 
Otte Fiirth. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen 
Universitatsinstituts. ) 


(Eingegangen am 2. Februar 1924.) 


I. Die Diazoreaktion des Tyrosins. 
(Versuche von Walter Fleischmann und Josef Giidemann.) 

1. Unter den Bruchstiicken des EiweiBmolekils sind, soweit bisher 
bekannt, nur das Histidin und das T'yrosin befahigt, beim Diazotierungs- 
versuch gefirkte Verbindungen zu liefern. Es erschien also der Versuch 
immerhin berechtigt, nach Beseitigung des Histidins aus den EiweiB- 
hydrolysaten durch Phosphorwolframsaure den Tyrosingehalt im Filtrat 
mit Hilfe der Diazoreaktion kolorimetrisch abzuschatzen. Uber einige 
Versuche, dies mit Hilfe des seinerzeit von M. Weiss und N. Ssobolew*) 
in diesem Laboratorium fiir Zwecke der Histidinbestimmung aus- 
gearbeiteten Vorganges zu tun, ist schon bei friherer Gelegenheit be- 
richtet und dem Bedirfnis Ausdruck gegeben worden, diesen Schitzungs- 
vorgang, wenn mdéglich, durch ein exakteres Bestimmungsverfahren 
zu ersetzen®). 

Es schien uns nun zunichst eine Orientierung tiber die Mengen- 
verhdltnisse, in denen Tyrosin und Diazoreagens zueinander in Beziehung 
treten, erwiinscht. Zu diesem Zwecke wurde ein Vorgang eingeschlagen, 
ganz analog dem Vorgange, den Lautenschldger*) in Kossels Labora- 
torium zur Titration des Histidins mit Diazobenzolsulfosiure einge- 
schlagen hatte: Eine Diazolésung wurde unter Kihlung einer sod- 
alkalischen Lésung zugesetzt: ,,Von Zeit zu Zeit wird ein Tropfen 
der Titrierflissigkeit auf einem Tipfelteller mit einer alkalischen 
Lésung von technischem K-Salz (1, 8, 4, 6-amidonaphtholdisulfosaures 





1) M. Weiss und N. Ssobolew, diese Zeitschr. 58, 119, 1913. 
2) O. Firth und W. Fleischmann, ebendaselbst 127, 137, 1922. 
’) C. L. Lautenschlager, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 232, 1918. 
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Natrium) oder H-Salz (1, 8, 3, 6-amidonaphtholdisulfosaures Natrium) 
zusammengebracht. Ist alles Histidin in Diazofarbstoff tibergefihrt, 
so befindet sich in der Titrierfliissigkeit freie Diazolésung, welche schon 
in geringer Menge mit den oben genannten Indikatoren eine tief violette 
Farbe gibt.“ 


a) Wir gingen nun derart vor, da8 wir zu 20 ccm einer 0,5 proz. Tyrosin- 
lésung in iiberschiissigem Na,CO, (enthaltend 0,1 g Tyrosin) in einem 
weithalsigen Kélbchen n/16 Diazolésung zuflieBen lieBen. (Dieselbe aus je 
10 ccm n/4 Sulfanilsdure in verdiinntem HCl und n/4 NaN O,-Lésung frisch 
bereitet und mit 20 ccm H,O verdiinnt, enthalt 1,30proz. Sulfanilsiure.) 
Nach jedem Zusatze der Diazolésung wurde sogleich und nach Ablauf von 
2 Minuten ein Tropfen auf FlieBpapier mit sodalkalischer H-Salzlésung 
gepriift. Nach Zusatz von 17 cem des Diazoreagens war die erste, schnell 
verschwindende Violettfarbung bemerkbar. Jedoch selbst nach Zusatz 
von 23 cem des Diazoreagens verschwand die Reaktion noch, wenn man 
die Priifung gegen H-Salz erst nach Ablauf einiger Minuten vornahm. 

Es war die erste Spur eines voriibergehenden Diazoiiberschusses nach- 
weisbar, wenn auf 0,1g Tyrosin 17 ccm n/16 Sulfanilsiure (= 0,221 ¢g 
Sulfanilsiure) zugesetzt worden war, d.h. auf I Mol. Tyrosin 1,9 Mol. 
Diazob lsulfosdure. 

b) Eine Wiederholung des Versuchs, mit der Abweichung jedoch, daB 
die H-Salztiipfelprobe erst nach einer Wartezeit von 20 Sekunden vor- 
genommen wurde, ergab als Titrationsgrenze einen Zusatz von 20 ccm der 
Diazolésung entsprechend einer Relation 1 Mol. Tyrosin : 2,2 Mol. Diazo- 
benzolsulfosaure. 

c) Ein weiterer Versuch wurde in der Art ausgefiihrt, daB die Tiipfel- 
probe direkt auf ein durch Trankung mit H-Salzlésung berechnetes Reagenz- 
papier nach kurzem Schiitteln vorgenommen wurde. Beginn der Reaktion 
nach Zusatz von 17% cem der Diazolésung. Jedoch erst nach Zusatz von 
24 cem war ein Uberschu8 zu bemerken, der noch nach einer Viertelstunde 
nachweisbar war. Also auch hier ein unterer Grenzwert, etwa pro J Mol. 
Tyrosin : 2 Mol. Diazobenzolsulfosdure. 

d) Tiipfelung auf H-Salzpapier (hergestellt durch Trankung von Filtrier- 
papier mit 0,05proz. sodalkalischer H-Salzlésung und nachfolgender 
Trocknung). Bei portionsweisem Zusatz von n/16 Diazolésung zu einer 
Lésung von 0,1 g Tyrosin erfolgte die erste Andeutung eines fast momentan 
verschwundenen Uberschusses der Diazolésung bereits nach Zusatz von 
etwa 8 ccm derselben. 

Nach Zusatz von 16, 21, 23, 26 com n/16 Diazolésung war die Violett- 
farbung noch nach %, 5, 10, 30 Minuten vorhanden. 

e) Bei Anwendung einer doppelt so groBen Tyrosinmenge (0,2 g) ergab 
sich wiederum ein Verbrauch von 2 bis 3 Mol. Diazobenzolsulfosdure. 

f) Wurde dagegen die in Reaktion gebrachte Tyrosinmenge nur halb 
so groB gewahit, so erschien der Verbrauch an Reagens merklich gréBer, 
namlich 2% bis 3% Mol. Diazobenzolsulfosdure pro Molekiil T yrosin. 


Das ist nun selbstverstandlich nicht etwa so zu verstehen, als ob 
wirklich 2 oder 3 Mol. Diazobenzolsulfosaure notwendigerweise in das 
Tyrosinmolekil eintreten miBten. Hanke und Koessler') nehmen an, 





1) M. T. Hanke und K. K. Koeassler, Journ. of biol. Chem. 50, 238, 1922. 
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daB sich die Reaktion zwischen Tyrosin und Diazobenzolsulfosaure 
einfach nach dem Schema abspiele: 
OH 


| 
H’ \H+OH—N—N—C,H,—SO,.ONa 


H H 
bu cH(NH,)}—CooH 

OH Oo 

| 
H’ \—N—N—C,H,—SO,.0Na H N—NH—C,H,.80,0Na 

—-* ‘- 

H UH H oH 

‘\ 

) Pe eee éH,cH(NH,)-—COoH 


Es ist ja sicherlich sehr wohl méglich und wahrscheinlich, daB ein 
Teil der in Aktion tretenden Diazobenzolsulfosiure in Nebenreaktionen 
verbraucht werde. Sei dem nun wie immer: Eines ist wohl zu ersehen, 
daB der Versuch einer einfachen titrimetrischen Bestimmung des 
Tyrosins auf diesem Wege sicherlich keine Chancen bietet und wenig 
einladend erscheint. 

2. Eine weitere Serie von Versuchen wurde nun, um festzustellen, 
unter welchen Bedingungen das Tyrosin eine mazimale Fdrbungs- 


intensitét bei der Diazoreaktion gibt, in folgender Weise ausgefiihrt: © 


Das Diazoreagens wurde (vgl. Weiss und Ssobolew, |. c., 8. 120) in 
folgender Weise bereitet: A. Sulfanilsiure 4g, gelést in 40 ccm reiner 
konzentrierter HC] (zur Lésung in der KAalte sind etwa 24 Stunden erforder- 
lich), dann auf 400cem mit H,O aufgefiillt. B. %proz. Natriumnitrit- 
lésung. Unmittelbar vor dem Versuche wurden je 1 cem von A. und je 
2 cem von B. gemischt, derart, daB 3 cem der Mischung 0,01 g Sulfanilsiure 
entsprachen. Nunmehr wurden 0,01 g bzw. 0,05 g, bzw. 0,001 g Tyrosin 
mit Hilfe von ein wenig HCl in 10 ccm Wasser gelést, dazu 3 bis 10 ccm 
Diazoreagens, mit Na,CO, alkalisch gemacht, in einem MeSkélbchen auf 
20 cem mit H,O aufgefiillt. Die Intensitét der so erhaltenen Firbungen 
wurde nun mit Hilfe des Dubosqkolorimeters miteinander verglichen. 


Es ergibt sich als Resultat, daf die Intensitat der Farbenreaktion 
mit Zunahme der relativen Menge an Sulfanilsdure stetig zunimmt und 
erst dann ihr Maximum erreicht, wenn auf je 1 Gewichtsteil Tyrosin je 
7 Gewichisteile Suljanilsdure in Aktion gelangt sind. Es entspricht dies 
einer Relation von etwa 1 Mol. Tyrosin: 6 Mol. Diazobenzolsulfosdure. 
Dann bleibt die Reaktion bei weiterer Zunahme der Sulfanilsiure 
cine Zeitlang stationir, um dann weiter stark abzusinken. 

Es entspricht diese Erfahrung dem Postulate des Vorganges von Weiss 
und Ssobolew, einerseits rein empirisch jene Menge Diazoreagens zu ermitteln, 
welche zur Erzielung einer maximalen Farbenreaktion notwendig ist, 
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andererseits aber einen allzu groBen UberschuB des Reagens als schadlich 
zu vermeiden. 





La ~ J I 20 com ges. Entsprechend Relative | Auf lg Seman “= 

a in 20 com — | ‘ i 

it Tyrosi Flissigkeit | Sulfanilsiure | Intensitat | Anwendung ge 

ie we | der Farbung Sulfanilséure Sulfanilsaure 
2 ccm 3 
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1 bis 3,3 fache 


SCOBISAM OO 
© BO bo bo bo 
onweoohXo 


» 


. 


2 bis 9,9fache 


~ 


co Noo ooco 


- 


—_——-— 
Owe ©-101 0 
— NNN N 


Ces on w 
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13,0 
17,0 


pay 10 bis 33 fache 


27,0 
30,0 
10 04 33,0 

So werden beim Ansatze der Standardlésung nach diesem Verfahren 
10cem einer 0,01 proz. Tyrosinlésung (= 0,0010g Tyrosin) versetzt mit 
3cem Reagens, bestehend aus | Teil Sulfanilsiurelésung und 2 Teilen 
0,5 proz. NaN O,. Die erstere enthalt 4 g Sulfanilsiure in 400 ccm verdiinnter 
HCl. Unter diesen Bedingungen kommen auf 1 Gewichtsteil Tyrosin 
10 Gewichtsteile Sulfanilsiure in Aktion. 

* Auch bei dem im nichsten Abschnitt zu erérternden mikrokolori- 
metrischen Verfahren von Hanke und Koessler trat, wie eine Umrechnung 
der in diesen Publikationen gegebenen Versuchsdaten') lehrt, ein sehr 
erheblicher Uberschu8 an Sulfanilsiure (mindestens das Zehnfache der an- 
gewandten Tyrosinmenge, in der Regel aber ein Vielfaches davon) in Aktion. 


3. Die im Jahre 1919 erfolgte Publikation eines mit groBer Sorgfalt 
ausgearbeiteten und sehr leistungsfihigen mikrochemischen Histidin- 
bestimmungsverfahren auf Basis der Diazoreaktion durch K. K. Koessler 
und M. 7. Hanke*) hat uns seinerzeit veranlaBt, die Anwendung dieses 
Vorganges in sinngeméBer Weise auf die Bestimmung des Tyrosins 
in Proteinhydrolysaten nach Beseitigung des Histidins durch Phosphor- 
wolframsiure zu versuchen. Unsere (zu Beginn des Jahres 1922 aus- 


1) Journ. of biol. Chem. 50, 241, 243, 246 und 258. 
2) K. K. Koessler und M. 7. Hanke, ebendaselbst 89, 497, 1919. 
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gefiihrten) Versuche sind durch eine den gleichen Gegenstand behan- 
delnde, uns aber damals noch unbekannt gebliebene neue Publikation 
von Hanke und Milton") tiberholt worden. Eine kurze nachtriigliche 
Erwahnung unserer einschligigen Befunde, die wir unsererseits nicht 
fortgesetzt haben, diirfte jedoch in diesem Zusammenhange vielleicht 
am Platze erscheinen, insofern dieselben eine Bestatigung und Erganzung 
der Resultate von Hanke und Koessler bilden. 


Wir arbeiteten meist mit einer 0,01- oder 0,02proz. Tyrosinlésung, 
Sulfanilsdure kam in 0,9proz. salzsaurer Lésung, Natriumnitrit als 5proz. 
Lésung zur Verwendung, Natriumcarbonat in 1,1 proz. bzw. 2,2proz. Lésung 
(ger. rein, Merck). Als Testlésung diente uns ein Gemenge: 20 cem Methy!l- 
orangelésung + 0,2 ccm Kongorotlésung auf 500 cem Wasser. Die Methyl- 
orangelésung wurde durch Lésen von 0,2 g auf 200 cem Wasser und achtfache 
Verdiinnung mit Wasser gewonnen. Die Kongorotlésung wurde erhalten 
durch Lésen von 2,5 g Kongorot (Griibler, im Vakuum getrocknet) in 50 cem 
96proz. Alkohol und Auffiillen mit H,O auf 500 ccm. Das Reagens wurde 
in der Regel so bereitet, daB je 3cem der Sulfanilsiure- und Natrium- 
nitritlésung in ein 100-cem-Me8kélbchen eingebracht und 5 Minuten unter 
der Wasserleitung gekiihlt wurden; sodann wurden noch weitere 12 cem 
der Natriumnitritlésung hinzugefiigt, dauernd gekiihit, nach weiteren 
5 Minuten auf 100 aufgefiillt. 

Serienversuche wurden beispielsweise derart ausgefiihrt, daB je 1 ccm 
0,006- bis 0,05proz. Tyrosinlésung mit 5ccem 2,2proz. Na,CO, und mit 
4ccem doppelt konzentrierter Diazoreagenzlésung in einem Troge des 
Dubosqkolorimeters angesetzt und mit einer ganz analog behandelten 
Tyrosinstandardlésung (0,02proz.) kolorimetrisch verglichen wurden. 


Es ergab sich so statt: 
0,050 Proz. Tyrosin ein Wert von 0,057 Proz. 


0,040, os os - » 0,033 ,, 
0,030, ac a a » 0,028 

0,020 ,, ws acs oo GSE wo 
0,018 ,, 2 - <« Cee ws 
0,016 ,, i fe me 8. 
0,014 ,, - - _— * ae 
0,012 ,, - a . » 90011 , 
0,010 ,, “ ‘i - oo CRP os 
0,008 = ao pera “—00lLle 


Es sei hier ferner auf die vorziglichen Resultate von Hanke und 
Koessler (|. c., 8. 259) verwiesen. Hs unterliegt also keinem Zweifel, dap 
man die Konzentration reiner Tyrosinlésungen auf diesem Wege mit 
groper Genauigkeit ermitteln kann?*). 


1) M. T. Hanke and K. K. Koessler, Studies on proteinogenous XIV. 
A microchemical colorimetric method for estimation of tyrosme, tyramine 
and other phenol. Journ. of biol. Chem. 50, Nr. 1, p. 237, 1. Jaénner 1922. 
Ferner auch XV, ebendaselbst, 8. 271. 

*) Nach G. Hunter (Biochem. Journ. 16, 640, 1920) kann nach der 
Methode von Hanke und Koessler auch Tyrosin neben Carnosin quantitativ 
bestimmt werden. 
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Wie verhalt es sich aber mit der Anwendbarkeit einer derartigen 
Bestimmungsmethode auf Hiweifhydrolysate? 

Um Weitschweifigkeiten zu vermeiden, méchte ich mich hier nur 
mit der kurzen Mitteilung unserer Hauptresultate begniigen. 

Die Gegenwart von manchen Aminoséuren erwies sich in bezug auf 
die Farbenreaktion hemmend (vgl. auch die einschligigen Angaben von 
Lautenschlager, |. ¢.). 

Alanin (10- bis 100facher Uberschu8) auBerte nur eine unbedeutende 
Hemmungswirkung, Glykokoll in zehnfachem Uberschu8: Keine Hemmung, 
wohl aber bereits bei 20fachem Uberschu8 eine merkliche Hemmung. 
Ahnlich verhielt sich das asparaginsaure Natron, das in 50fachem UberschuB 
den Farbeneffekt auf die Hialfte herabzudriicken vermochte. Dagegen 
fanden wir das Leucin in 10-, 20-, 40-, 60-, 80-, 100fachem UberschuB 
dem Tyrosin gegeniiber bei unseren Versuchsbedingungen ohne deutliche 
Hemmungswirkung. Da wir meinten, die Hemmungswirkung kénnte 
vielleicht mit einem Angriffe der salpetrigen Saéure auf die N H,-Gruppen 
der Aminosiuren einhergehen, hofften wir, unsere Resultate vielleicht durch 
Formolzusatz (Deckung der N H,-Gruppen) verbessern zu kénnen. Es war 
dies aber nicht der Fall. Auch die Summe der EiweiSbestandteile, wie 
sie in Leimhydrolysaten enthalten ist, erwies sich stérend. 

Zu dhnlichen Resultaten sind auch Hanke und Koessler gelangt. 
Sie fanden jedoch (1. c., S. 261) bereits Glykokoll im Uberschu8 1: 5 
und Leucin im Uberschu8 1:10 stérend. ,,Attempts are now being 
made in this laboratory to modify this method, so that it will be appli- 
cable to the estimation of tyrosine in proteins.“ 

Tyrosin zeigt, wie die genannten Autoren gefunden haben, bei Kuppe- 
lung mit dem Diazoreagens in alkalischer Lésung zunichst eine rétliche 
Farbung, die aber bald zu einem Gelb von unbestiandiger Intensitat wird. 
Die Intensitaét derartiger Farbungen erscheint nicht immer der Menge des 
Tyrosins wirklich proportional. Wird aber nun ein wenig salzsaures H ydr- 
oxylamin hinzugefiigt, so entstehen intensiv blaurote Farbungen, deren 
Intensitaét angeblich dem Gehalte an Tyrosin direkt proportional sein soll. 

Es wire sicherlich héchst erfreulich, wenn es den Bemihungen 
der verdienstvollen amerikanischen Forscher gelingen wiirde, von hier 
aus die vorliegenden Schwierigkeiten zu tiberwinden. Vorderhand 
sind dieselben aber noch so groB, daB man zurzeit die kolorimetrische 
Ermittlung des Tyrosingehaltes von Proteinen auf Grund der Diazo- 
reaktion kaum anders als ein ziemlich rohes, unkontrollierbaren Stérungen 


unterworfenes Schdtzungsverfahren bezeichnen kann!). 


1) Kiirzlich hat H. Brunswick den Vorschlag gemacht (Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 127, 269, 1923), die Tyrosinkomponente durch Nitrierung 
auszuschalten. ,,Es ergibt sich die Méglichkeit, an EiweiBlésungen oder 
Hydrolysaten nach der Methode der Autoren (Fiirth-Fleischmann, Weiss 
und Ssobolew) durch zwei aufeinanderfolgende Bestimmungen, von denen 
die zweite nach durchgefiihrter Xanthoproteinreaktion vorgenommen wird, 
gleichzeitig den Gehalt an Histidin und Tyrosin festzustellen.* 





Ermittlung des Tyrosingehaltes von Proteinen. LI. 


Il. Das Bromadditionsvermégen der Proteinhydrolysate. 
(Versuche von Josef Warkany.) 

Wie bei friiherer Gelegenheit auseinandergesetzt worden ist (Fiirth 
und Fleischmann, |. c., 8S. 144), wiirde, falls die Annahme zutrifft, daB 
das Proteinmolekil von brombindenden Bestandteilen nur das T'yrosin, 
Tryptophan und Histidin enthalt, das Cystin und Phenylalanin jedoch 
nicht befahigt sind, Brom aufzunehmen [Aders-Plimmer und E£. C. 
Eaves')}, der Versuch gerechtfertigt erscheinen, nach erfolgter Saure- 
hydroiyse und Fiallung mit Phosphorwolframsiaure in den wasserhellen, 
von Tryptophan und Histidin freien Filtraten das Tyrosin auf dem Wege 
der Bromaddition zu bestimmen. 

Einige diesbeziigliche Versuche ergaben gute Ubereinstimmung 
mit den mit Hilfe anderer Methoden ermittelten Werten. Andere 
Proteine, wie das Keratin und Blutalbumin, ergeben grobe Diskrepanzen 
und, auf Grund des Bromadditionsvermégens berechnet, unwahr- 
scheinlich hohe Werte. 

Wir sind nun daran gegangen, durch weitere Versuche uns dariiber 
Klarheit zu verschaffen, ob die Séiurehydrolysate, auBer dem Tyrosin, 
etwa noch andere unbekannte bromaddierende Bestandteile enthalten. 

Wir haben uns neuerlich davon tiberzeugt, daB die Gegenwart 
von Phosphorwolframsdure in den Filtraten die Bromaddition als solche 
nicht stért. 

Eingewogen: 0,050 g Tyrosin, direkte Titration ohne Beseitigung 
der Phosphorwolframsiure ergab 0,049 g Tyrosin. 

Da wir befiirchteten, daB nicht sowohl die Phosphorwolframsaure- 
fallung als solche, als vielmehr die Beseitigung des Uberschusses in 
der tblichen Weise mit Atzbaryt mit nachfolgender CO,-Behandlung 
Verluste an Tyrosin herbeifiihren konnte, haben wir die Bromaddition 
teils mit, teils ohne Beseitigung des Phosphorwolframsaureiiberschusses 
durchgefihrt. 

1. Casein nach Hammarsten. Tyrosin in Proz. 

Das Bromverfahren ohne Entfernung der PWS or 6,0 8,0 
Andere Hydrolyse .. . sw 
Nach Beseitigung des PWS. Uberschusses mit ‘Baryt- 

CO,-Behandlung dagegen nur. ...... . . 5,5, 5,3 

Friihere Bestimmungen fiir das Casein hatten ergeben: 

Emil Fischer, gravimetrisch . . . 
Fiirth-Fleischmann, Bromaddition . , 
Firth-Fleischmann, Diazokolorimetrie nach Weiss- 

Ssobolew. . . 5, 
Fleischmann, Diasokolorimetrie math Kececler ond Hanke 
M. Weiss, Millonverfahren. . . : 
Folin-Looney, Kolorimetrisch nach Saurehydrolyse , 
Folin-Looney, Kolorimetrisch nach Barythydrolyse 


1) R. A. Plimmer and E. C. Eaves, Biochem. Journ. 7, 297, 
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Die Ubereinstimmung ist eine so gute, daB die Wahrscheinlichkeits- 
annahme berechtigt erscheint, daB die richtigen Werte zwischen 41, 
bis 6% Proz. liegen dirften und daB die Werte des direkten Brom- 
additionsverfahrens mit 7 bis 8 Proz. entschieden zu hoch sein diirften. 


2. Fibrin aus Rinderblut. Tyrosin in Proz. 
Achtstiindige Hydrolyse mit konzentrierter HC] und 
Beseitigung des PWS-Uberschusses mit Baryt . . 6,5, 6,3 
Friihere Bestimmungen hatten ergeben: 
Levene und van Slyke, gravimetrisch . ....... . 3,3 
Fiirth-Fleischmann, Bromaddition . . 4,0, 4,7 
Folin-Looney, kolorimetrisch, Séurehydrolyse . 
Folin-Looney, kolorimetrisch, Barythydrolyse . ‘ 
Firth und Dische (noch unverdffentlichte Versuche): 

Wittepepton (i. e. pepsinverdautes Renee | nach Folin- 
Looney, Barythydrolyse , 

Fibrin, ebenso. . . 

Fibrin, ebenso im Filtrate der Hopkinfallung des Trypto 
phans nach Beseitigung des Hg und HS: direkte 
Kolorimetrie nach Folin Bh atulk he 

Fibrin, Bromtitration nach Fallung mit PWS ee ‘ 

Fibrin, ebenso, jedoch nach ee. des PWS. 
Uberschusses mit Baryt 

3. Lactalbumin’). 
Bromaddition ohne PWS-Fillung 
Nach vorausgegangener PWS-Fallung 
Bestimmung nach Folin-Looney nach vorsuagegangener 
PWS.-Fillung, Beseitigung des PWS-Uberschusses mit 
Baryt und CO,-Behandlung ge Bg? 
Friihere Bestimmungen haben ergeben: 
Folin und Denis*) 
P. Thomas*), Millonverfahren 


Hier sind die Werte, die das Bromverfahren liefert, so exorbitant, 
daB es schwer fallt, sie fir richtig zu halten. 


4. Keratin aus Hornspdnen. 
@) Bromverfahren nach Siurehydrolyse und Beseitigung 
der PWS mit Beryt.. . . 10,0 
b) Bromverfahren nach Barythydrolyse, Fallung des 
Tryptophans mit Hopkinschem Reagens und Be- 
seitigung des Hg mit H,S8. . 8,6 
Dagegen das Hydrolysat a) nach Folin- <g> weiter 
verarbeitet nur . . 4.8 


Friihere Bestimmungen hatten endian. 
Fiirth-Fleischmann, Bromverfahren. . ... . . . 7,1,10,2 
Folin-Looney, Wolle-Saurehydrolyse oe} 
Folin-Looney, Wolle-Barythydrolyse ........ . 55 


1) Albulactin von A. Wiilfing, Berlin SW. 48. 
*) O. Folin und W. Denis, Journ. of biol. Chem. 12, 246, 1912. 
3) P. Thomas, Bull. de la Soe. de Chem. Biol. 8, 18. 1921. 











Ermittlung des Tyrosingehaltes von Proteinen. II. 267 


Sammartino') nach Folin-Looney: Tyrosia im Pros. 
i I Ras es le eerie’ se ee 3,6 
ES Se ee ee 4,0 
OS Ee ee ee 3,6 

Gravimetrische Bestimmungen friiherer Autoren . . 3,6, 4,6 


5. Keratin aus Federn. 


Bromverfahren nach Beseitigung der PWS 
fk I eee ee ea ge ere 9,8, 9,6 
Oe a bea Be bE A ten, eMC 7,2 
Dagegen ergab die direkte Bestimmung nach Folin- 
Looney in drei Versuchen iibereinstimmend nur 4,5, 4,5, 4,5 


Hier klafft also ein zwischen den niederen Werten, die immer 
nach Folin-Looney und bei den gravimetrischen Bestimmungen sich 
ergeben haben (3% bis 4% Proz.) und den immer wiederkehrenden 
hohen Zahlen (7 bis 10 Proz.) der Bromversuche ein bisher unitiber- 
briickter Abgrund. 

6. Carcinomeiweif. 

Bromverfahren ohne Beseitigung der PWS-Saure- 
ER ce Wns o> itt OR LA Sh kee 6,2, 5,3, 6,0 

Dasselbe Hydrolysat nach Beseitigung der PWS durch 
Baryt und CO,-Behandlung nach Folin-Denis kolori- 
NN. 8/8 Wie ee: 4 4 eed Oe © dick. o- 0\0 4,9 

Uberblicken wir nunmehr das uns vorliegende Zahlenmaterial, so 
werden wir berechtigte Zweifel nicht unterdriicken kénnen, wie sie 
bereits auch in den fritheren einschligigen Publikationen geiuBert 
worden sind, ob nicht das Bromadditionsverfahren, so ansprechend 
dasselbe wegen der Sauberkeit des Vorganges sein mag und trotzdem 
die groBe Schirfe der Ablesungen in den wasserhellen Filtraten grobe 
Analysenfehler kaum méglich erscheinen laBt, uns doch irrefihren kann. 
Es ist sicherlich fir viele physiologische Zwecke sehr brauchbar und 
gibt z. B. beim Seidenfibroin (vgl. Fiirth-Fleischmann, 8. 148) sichere 
und ausreichend beglaubigte Werte. Wir kénnen aber nicht die Méglich- 
keit ausschlieBen, daB unter den Produkten der Saéurehydrolyse noch 
brombindende Produkte unbekannter Art sich finden kénnten. Die- 
selben brauchten ja nicht einmal im Proteinmolekil vorgebildet sein; 
sie kénnten etwe auch beim Zerfall anderer Komplexe (z. B. des Trypto- 
phans oder Cystins) entstehen und wiirden dann eben dort fehlen, wo, 
wie z. B. bei Seidenfibroin, derartige Komplexe fehlen. Solange es 
nun nicht gelungen ist, derartige Bedenken zu beseitigen, kinnen wir 
auch das Bromadditionsverjfahren, das sich jedenfalls als Mittel zur 
Charakterisierung von Proteinen niitzlich erweisen diirfte, nicht als eigent- 
liche Tyrosinbestimmungsmethode, vielmehr nur als ein Orientierungs- 
mittel gelien lassen. 


') U. Sammartino, diese Zeitschr. 188, 485, 1922. 
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Hil. Kolorimetrisches Verfahren nach Folin-Looney. 
(Versuche von Josef Warkany.) 


Aus der Mitteilung von QO. Folin und M. Looney*) geht hervor, 
daB es ihnen gelungen sei, mit Hilfe eines neuen, auf der Farbenreaktion 
des Tryptophans mit Phosphormolybdinsiure basierenden Verfahrens 
Tyrosin neben Tryptophan in reinen Lésungen dieser Substanzen mit 
sehr groBer Genauigkeit zu bestimmen. Die genannten Autoren haben 
nun diesen Vorgang auch auf Proteinhydrolysate iibertragen und so 
den Tyrosingehalt fiir eine Anzahl von Proteinen zu ermitteln versucht. 
Ihre Resultate sind in der Ubersichtstabelle am Schlu8 dieser Ab- 
handlung wiedergegeben. 

Wir hatten auf diese Methode groBe Hoffnungen gesetzt, ins- 
besondere auf Grund der in Tabelle I der zitierten Arbeit (p. 427: 
Table I, illustrating estimations of Tyrosine and Tryptophane in 
mictures) wiedergegebenen Resultate, die sich aber fiir Proteinhydro- 
lysate leider nicht erfillt haben, trotzdem wir uns bemiiht haben, die 
Vorschriften der Autoren in genauester Weise zu befolgen. 


Ein Beispiel mége unseren Vorgang veranschaulichen : 


Casein-Barythydrolyse. 


2g Hammarstenschen Caseins wurden in einem Rundkolben mit 7 g 
kristallisierten Atzbaryts und 50 ccm destillierten Wassers unter Riickflu8- 
kiihlung 47 Stunden lang hydrolysiert (vgl. Folin-Looney, |. c., 8S. 430). 
Sodann wurden 60 ccm 20proz. H,SO, hinzugefiigt und die Fliissigkeit zur 
Vertreibung von H,S eine Stunde am Wasserbade erhitzt. Sodann wurde 
auf 200ccm aufgefiillt und die (einem Iproz. Caseinhydrolysate ent- 
sprechende) Fliissigkeit durch ein trockenes Filter filtriert (Filtrat X). 

Die Originalvorschrift lautet nun weiter: ,,Transfer from Ito 8 ccm 
to a centrifuge tube graduated at 10ccm. Add 2 ccm of a solution containing 
10% of mercuric sulfate and 5% of sulfuric acid (Hopkins and Cole 
reagent). Dilute with 5% sulfuric acid to the 10 cem-mark. Insert a rubber 
stopper and give a few vigorous shakes. Let stand for 2 hours and then 
centrifuge. The supernatant solution containing the tyrosine is decanted 
from the sediment, which contains the tryptophane and these two fracticns 
are then assayed cclorimetrically as already described for pure mixtures 
of tryptophane and tyrosine.‘ 

Wir haben nun von dem Filtrate X vier verschiedene Proben angesetzt : 


a) 1 ccm Filtrat + 2 ccm Hopkinsreagens + 7 ccm 5proz. H,S0O,, 


b) 2 ” ” + 2 ” ” + 6 ” ” ” 
ce) 3 ” ” + 2 %? %° “2g 5 s° ” ” 
d) 5 ” ” + 2 ” ” + 3 °° %° ” 


1) O. Folin and J. M. Looney, Colorimetric methods for the separate 
determination of Tyrosine, Tryptophane and Cystine in Proteins. Journ. 
of biol. Chem. 51. 421—434, 1922. 
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Weiter gingen wir unter wortlicher Befclgung der Originalvorschrift 
(Folin-Looney, |. c., 8. 425) vor, weiche wie folgt lautet: 

»Transfer 5 ccm (one-half) of the tyrosine containing liquid to 
100 cem volumetric flask and into another similar flask introduce 1 ccm 
of the standard tyrosine solution containing 1 mg of tyrosine. To the latter 
add also 1 cem of the acid mercuricsulfate solution and 3 ccm of 5 % sulfuric 
acid. Then add to each flask about 30 ccm of water, 20 cem of saturated 
sodium carbonate solution and 4 ccm of 5% sodium cyanide solution in 
the order named. It is best to shake for a moment after the addition of the 
carbonate, before adding the cyanide. The yellow mercuric carbonate 
thrown down by the sodium carbonate promptly dissolves on adding the 
cyanide and shaking. Add 2ccm of the Phenolreagent'), mix, let stand 
for 10 or better for 30 minutes and make the color comparison in the usual 
manner, setting the standard at 20 mm.‘ 


Indem wir nun die Standardtyrosinlésung im Dubosqkolorimeter 
auf eine Schichtendicke von 20 mm einstellten, ergaben sich fiir unsere 
vier Proben (als Mittel von je sechs Ablesungen) die Ablesungen a) 24,1 mm, 
b) 19,3 mm, c) 15,6 mm, d) 14,6 mm. 


Die Berechnung ergibt sich nun z. B. fiir Probe b) folgendermaBen: 
In 100cem der Tyrosinstandardlésung war 0,001 g Tyrosin enthalten. 
Hiatte die Kolorimetrie fiir die Probe b) die Ablesung 20 mm ergeben, 
so wire in dem ganzen Inhalte des MeBkolbens gleichfalls 0,001 g Tyrosin 
enthalten. Da aber die Ablesung 19,3 betrug (2: 0,001 = 20: 19,3), 
betragt die Menge 0,00104, also abgerundet wiederum 0,001 g Tyrosin. 
Da nun von den 2 ccm, mit denen die Probe b) angesetzt worden ist, nur 
die Hialfte (5 von 10 ccm) in den MeBkolben iibertragen worden ist, entspricht 
diese Menge nur Il cem des Filtrates X, das ein | proz. Caseinhydrolysat 
darstellt. Demnach enthalt 1 ccm des 1 proz. Caseinhydrolysates (= 0,01 
hydrolysiertes Casein) 0,001 g Tyrosin, daher sich fiir das Casein ein 
T yrosingehalt von 10 Proz. ergeben wiirde. 

In analoger Weise wiirde sich aber fiir Probe: 


a) ein Tyrosingehalt des Caseins von 16,4 Proz. 

b) ,, “ i a 

c) ” ” ” ” 8,2 ” 

d) ,, - s 5,4 
ergeben. 

In ganz analoger Weise sind einige weitere Beispiele durchgefiihrt 

worden, wobei die Kolorimetrie mit wechselnden Mengen des Filtrates ,,X* 
vorgenommen wurde. 


1) Das Phenolreagens haben wir unter genauer Befolgung der Vor- 
schriften von Folin und Looney (1. c., 8. 422) mit den reinsten uns zugiing- 
lichen Reagenzien (Kahlbaum) bereitet: 15g Molybddnoryd und 10g 
Natriumhydroryd werden in 200cem Wasser bis zum vélligen Verschwinden 
jeder NH,-Spur gekocht. Dann werden 100g Natriwmwolframat, 50 ccm 
85 proz. Phosphorsdure, 100 ccm konzentrierter Salzsdure und so viel Wasser 
hinzufiigt, daB das Volumen 800 cem betrug. Die Lésung wird 10 Stunden 
lang unter Riickflu8kithlung gekocht, sodann durch Zusatz von etwas 
Brom entfarbt. Der Bromiiberschu8 wird weggekocht, nach Abkiihlen 
filtriert und auf | Liter aufgefiillt. 


Biochemische Zeitschrift Band 146. 18 
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Keratinbar yth ydrol yse. 
Vom Filtrate X, das ein 1 proz. Keratinhydrolysat darstellt, sind drei 
Proben angesetzt worden: 


Filtrat X Hopkins Reagens + 5proz. H,SO, 
a) leem + 2 ccm 7 cem 
uw SS + a Os 
e) 5 ,, + 3 w 8 ws 


Die kolorimetrischen Ablesungen gegen Standard 20mm _ betrugen 
fiir a) 18mm, b) 15mm, c) 10,5 mm, woraus sich fiir das Kreatin ein 
Tyrosingehalt von a) 22 Proz., b) 13 Proz., c) 7,6 Proz. berechnen wiirde. 


Fibroin- Barythydrolyse. 

Analog durchgefiihrt mit a) 2cem, b) 3cem, c) 5 ccm des Filtrates 
ergab Werte von a) 13 Proz., b) 10 Proz., c) 6,6 Proz. Tyrosin. 

Es liegt auf der Hand, daB wir unter diesen Umstinden eine Auf- 
klarung tiber den wahren Tyrosingehalt unserer Proteinhydrolysate 
von dem Verfahren von Folin und Looney nicht erwarten konnten. 
Angesichts der Empfindlichkeit der Methode gegeniiber vielen Faktoren 
erscheint es ja nicht ausgeschlossen, daB die Beachtung irgend eines 
uns unbekannt gebliebenen wichtigen Umstandes, der aus der Ab- 
handlung der genannten Autoren nicht zu ersehen ist oder eine nicht 
feststellbare Verschiedenheit der zur Reagenzbereitung erforderlichen 
Materialien, denselben zu befriedigenderen Resultaten verholfen hat. 
Wir vermochten zum mindesten iiber die sich hier ergebenden Schwierig- 
keiten nicht hinwegzukommen. 

Es sei jedoch darauf verwiesen, daB auch Gortner und Holm') 
bei kritischer Nachpriifung des nahe verwandten Verfahrens von Folin 
und Denis gefunden haben, daf die durch das Folinsche Phenolreagens 
entwickelte Fdarbungsintensitat keineswegs eine lineare Funktion des rea- 
gierenden Materials darstellt. In ihren SchluBfolgerungen heiBt es: 
»There is considerable evidence that tyrosine and tryptophane are 
not the only protein constituents, whicn produce blue colours witb the 
phenol reagent. The amount of colour which is developed in a solution 
is not a linear function of the reactive material, but the colour values 
fall off sharply as concentration increases, until only an insignificant 
fraction of the reactive material is indicated by a measurement of 
the colour values of the solution containing any considerable amount 
of the reactive substances. Because of the peculier form of the color 
curves in relation to concentration it becomes necessary for one to 
know the approximative concentration of the reactive material in advance 
of the colorimetric determination, so that the colors may be developed 





1) R. A. Gortner and G. E. Holm, The colometric estimation of Tyrosine 
by the Method of Folin and Denis. Journ. of the Amer. Chem. Soc. 42, 
1678, 1920. ~ 
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and read at such a concentration, that the maximum colour values 
will be developed.“ 

Diesen scharfen Abjfall der erzielten Farbwerte mit zunehmender 
Konzentration haben wir eben auch bei unseren Versuchen festgestellt, 
und es liegt auf der Hand, daB das Postulat, schon im voraus den aproxi- 
mativen Tyrosingehalt der kolorimetrischen Lésungen zu kennen, dort 
praktisch vdéllig unerfillbar ist, wo es sich ja eben darum handelt, 
den ganz unbekannten Tyrosingehalt von Proteinen erst zu ermitteln. 

Da sich nun auch die Hoffnungen, die wir auf das Verfahren von 
Folin und Looney gesetzt hatten, fiir uns vorherhand wenigstens nicht 
verwirklicht hatten, verbleibt uns fiir weitere Versuche, uns iiber 
den Tyrosingehalt von Proteinen zu orientieren, noch ein prinzipiell 
verschiedener Weg: Die kolorimetrische Auswertung der Millonschen 
Farbenreaktionen, welche um so mehr Beachtung verdient, als dieser 
Reaktion immerhin eine gewisse Spezifitat zuakommt. Nach P. Thomas 
soll allerdings die Reaktion nicht allein Tyrosin bedeuten, sondern 
auch andere bei der EiweiBhydrolyse auftretende Substanzen. Ins- 
besondere gibt auch Oxytryptophan die Millonsche Reaktion'). ,,Une 
méthode colorimétrique basée sur la réaction de Hofmann-Millon de 
la tyrosine ne permet pas davantage un dosage de cette substance, mais 
elle permet de déterminer un indice phénolique charactérisant chaque 
protéine. On peut appeler indice phénolique le chiffre, calculé en pour 
cent de tyrosine, qui représente l’ensemble des products d’hydrolyse 
de nature phénolique, qui correspondent au protéique étudié.* Dem 
Verfahren von M. Weiss*), von dem neuerdings auch G. Haas und 
W. Trautmann Gebrauch gemacht haben®), haftet der groBe Nachteil 
an, daB sich die Millonproben beim Erwiarmen sehr schnell triiben 
und einen roten Niederschlag absetzen. Man ist, um diese Erscheinung 
zu vermeiden, genétigt, auBerordentlich verdimnte Tyrosinlésungen 
(Standard 0,002 Proz.) zu verwenden, welche vorsichtig zu beginnen- 
dem Sieden erwirmt und 5 Minuten stehengelassen, eine blaBrote 
Farbung, jedoch keine Triibung in Erscheinung treten lassen. DaB 
sich bei so gewaltigen Verdiinnungen auch die Fehler gewaltig multi- 
plizieren miissen, liegt auf der Hand. 

Da erscheint mir denn ein wesentlicher Fortschritt darin gelegen 
zu sein, daB Thomas derartigen Niederschlagsbildungen ganz aus- 
weicht, indem er die Reaktion statt schnell durch Erwirmen, im 


1) Private Mitteilung von EF. Abderhalden an P. Thomas. 

*) M. Weiss, diese Zeitschr. 97, 170, 1919; vgl. Firth und Fleischmann, 
l.c., 8S. 146. 

8) G. Haas und M. Trautmann (GieBen), vgl. kolorimetrische Studien 
mit Hilfe der Millonschen Probe in der Modifikation von Weiss. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 127, 52, 1922. 

18* 
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Kolorimetrisches Verfahren nech ng | 


| 





Wittepepton . . | 
| 
Blutalbumin 


Blutglobulin . . | 


Hamoglobin. . . 
Ovalbumin ... 


Conglutin. ... | 


Hefeprotein. . . 
Keratin aus Harn | 


Keratin a. Federn | 
Keratin aus Wolle 


Keratin aus menschl. 
oidalgebilden 








Folin u. Denia 





6,5") | 
6,05) 


, 


6,5*) 
4.8%) 


5,0 
4,5*) | 
| 
| 


5,2*) 


6,3—7,9*) 





6,0 


0*) 


11,0*) 


Ubersichtstabelle der von versc)i 
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— 1) — (unverdffentlichte Beobachtungen). 
B38") 1) W. Fleischmann (unveréffentl. Beobacht.) — 
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und Trautmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 
52, 1922. 
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499, 1902/3. 
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| 43%) 1) T. B. Osborne and S. H. Clapp, Amer. Journ. 
f. Physiol. 17, 231, 1905. 
3,6+) a) 7. B. Osborne and S. H. Clapp, Amer. Journ. 
f. Physiol. 20, 407, 1907/8. 
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Laufe einiger Stunden bei Zimmertemperatur sich abspielen 1aBt. 
Wenn sich auch das von Thomas angegebene Verfahren fiir uns als 
nicht ohne weiteres brauchbar erwiesen hat, so glauben wir doch. auf 
Grund im Gange befindlicher Versuche zu der Hoffnung berechtigt 
zu sein, daB uas der angedeutete Weg schlieBlich doch zum Ziele fiihren 
dirfte. 

Zusammenfassung. 

Wir kommen also vorderhand zu dem Ergebnis, daB keine der 
erérterten Methoden, weder die Diazoreaktion, noch die Bromaddition, 
weder die Farbenreaktion mit Phosphormolybddnsdure, noch die Millon- 
sche Reaktion und sicherlich auch nicht die gravimetrische Bestimmung 
uns ein wirklich zuverlaBliches Mittel an die Hand gibt, um den Tyrosin- 
gehalt eines Proteins in einwandfreier Weise ermitteln zu kénnen. 
Dieselben erméglichen zwar eine gewisse Orientierung und in manchen 
Fallen auch eindeutige Resultate. So werden wir nicht daran zweifeln, 
daB die Gelatine frei von Tyrosin sei, das Seidenfibroin dagegen 10 
bis 11 Proz. davon enthalte!). Fir die Mehrzahl der Proteine sind wir 
aber von klaren und eindeutigen Resultaten noch weit entfernt (vgl. die 
Tabelle!). Der Gehalt reiner oder annahernd reiner Tyrosinlésungen 
kann freilich auf jedem dieser Wege in befriedigender Weise ermittelt 
werden. 

So wenig erfreulich diese Erkenntnis auch sein mag, erscheint es 
doch geboten, uns dieselbe klar7umachen. Ist doch nichts dem Fort- 
schritte der Wissenschaft so hinderlich als die irrige Meinung, eine 
Frage sei gelést, die tatsichlich von ihrer Lésung noch weit entfernt ist. 


1) Gravimetrische Bestimmung 10,5 Proz., Folin-Denis 11 Proz. 
Bromaddition 11 Proz., Diazobestimmung 10 Proz., vgl. Fiirth-Fleischmann, 
l.c., S. 148. 





Kritisches und Experimentelles 
iiber die Tryptophanbestimmung in Proteinen. 


Von 
Otto Fiirth und Zacharias Dische. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitats- 
instituts. ) 


(Eingegangen am 2. Februar 1924.) 


I, Einleitung. 


Vor einiger Zeit hat der eine von uns gemeinsam mit EZ. Nobel*) 
und F. Lieben*) ein Verfahren zur Bestimmung des Tryptophans an- 
gegeben. Dasselbe beruht auf der kolorimetrischen Anwendung der 
Voisenetschen Reaktion, das ist der schénen, rotvioletten Farbung, 
welche sowohl Lésungen von freiem Tryptophan, als auch tryptophan- 
haltige Proteine geben, wenn man dieselben unter bestimmten Be- 
dingungen mit etwas Formaldehyd, einem groBen Uberschu8 konzen- 
trierter Salzsiure und mit einer geringen Menge einer stark verdiinnten 
Nitritlésung behandelt. Die Methode erméglicht, dank der relativen 
Resistenz des Tryptophans gegeniiber Alkalieinwirkung, auch die 
direkte Bestimmung des Tryptophans in Proteinen ohne vorherige 
Abspaltung desselben. Wofern man es nicht vorzieht, die AufschlieBung 
auf dem Wege der Verdauung zu bewerkstelligen, bringt man das 
Protein durch eine (nicht langer als nétig fortgesetzte) Einwirkung 
von 20- bis 30proz. Alkalilauge am Wasserbade in Léisung. Mit 2 ccm 
einer derartigen Lésung wird dann die Voisinetreaktion in typischer 
Weise angestellt. 

Nach Fritz Kretz*) (Wiener pflanzenphysiologisches Institut) ist diese 
Farbenreaktion, der der Vorzug einer hochgradigen Spezifitat zweifellos 
zukommt (nach Fixierung pflanzlicher Gewebe mit Formol und Sublimat 
und Ejinbettung in ein Kieselsiuregel) auch zum mikrochemischen Nachweise 
des Tryptophans in Zellbestandteilen sehr wohl verwendbar; die Farbung 
ist selbst in den kleinsten Zellinhaltskérpern noch erkennbar. 

E. Komm und E. Béhringer*) haben kiirzlich eine Modifikation dieser 
Reaktion in dem Sinne versucht, da8 sie das Nitrit ganz weglieBen, dafiir 


1) O. Fiirth und E. Nobel, diese Zeitschr. 109, 103, 1920. 

2) O. Fiirh und F. Lieben, ebendaselbst, 8. 123. 

3) F. Kretz, ebendaselbst 1380, 86, 1922. . 

4) E. Komm und 2£. Bohringer (Labor. f. Lebensm. u. Garungschem., 
Techn. Hochschule, Dresden), Zeitschr. f. physiol. Chem. 124, 287, 1923. 
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aber konzentrierte Schwefelséure einwirken lieBen: Freies und gebundenes 
Tryptophan gibt mit Salzsiure, die Spuren Formaldehyd enthalt, beim 
Zusatze von konzentrierter Schwefelsiure die charakteristische blauviolette 
Farbung, die sich auch zur kolorimetrischen Bestimmung verwerten laBt. 
Die Resultate der Autoren stimmen mit den unsrigen iiberein: Casein 2,3, 
2,3 Proz. Tryptophan gegeniiber Fiirth, Nobel, Lieben 2,0 Proz. Wittepepton 
5,3, 5,3 Proz., Tryptophan gegeniiber Fiirth, Nobel, Lieben 5,3 Proz. 

Ery Liischer') schligt bei der Tryptophanbestimmung den Ersatz des 
Formaldehyds durch Benzaldehyd vor und meint, die nach dem alten Vor- 
gange erhaltenen Werte diirften um 30 bis 60 Proz. zu hoch sein. Im Bence- 
Jonesschen Protein wurden so 2,89 Proz. Tryptophan gefunden. 

Clarence E. May und E. R. Rose*) gingen so vor, daB sie zum Zwecke der 
Tryptophanbestimmung 0,05 bis 0,10 verschiedene Proteine unter Zusatz 
von Ehrlichschem Reagens (5proz. Lésung von p-Dimethylamidobenz- 
aldehyd in 10proz. H,SO,) mit 100 cem 50proz. H, SO, bei 35° 24 Stunden 
hydrolysierten und die entstandene Farbung nach 40 Stunden mit einer 
ebenso behandelten Caseinlésung verglichen. Unter der Annahme, das 
Casein enthalte 1,5 Proz. (nach Fiirth und Mitarbeitern etwa 2,0 Proz.) 
wurde berechnet: Fiir Lactalbumin 2,4 Proz., Eiereiwei8 1,1 Proz., Ovo- 
vitellin 1,7 Proz., verschiedene pflanzliche Proteine 1,0 bis 1,8 Proz., Zein 0, 
Gelatine 0. 

O. Folin und J. M. Looney *) haben versucht, die Tryptophanbestimmung 
auf Grund eines véllig abweichenden Prinzips zu bewerkstelligen ; die schéne 
Blaufarbung, welche Phosphormolybddnsdure unter bestimmten Bedingungen 
in alkalischer Léisung mit dem Tyrosin gibt, ist auch mit Tryptophan 
erhaltlich. Die Autoren gingen nur zur Ermittlung des Tryptophangehaltes 
eines Proteins nach folgendem Prinzip vor: Sie unterwarfen dasselbe zundchst 
einer 40- bis 48stiindigen Barythydrolyse. Nach Beseitigung des Baryts 
mit H,SO, wurde die Trennung des Tyrosins vom Tryptophan durch 
Fallung des letzteren mit dem Reagens von Hopkins-Cole (10proz. Lésung 
von Mercurisulfat in 5proz. H,SO,) mit Hilfe der Zentrifuge durchgefiihrt. 
Der abgetrennte Tryptophanniederschlag wurde in starker Natriumcyanid- 
lésung in Lésung gebracht und die Lésung der kolorimetrischen Prozedur 
unter Zuhilfenahme einer Tryptophanstandardlésung unterworfen. Die 
Methode gibt in Gemengen reiner Tyrosin- und Tryptophanlésungen an- 
scheinend ganz ausgezeichnete Resultate (vgl. 1. c., Tabelle I, 8. 427). 
Die so in einigen Proteinen gefundenen Werte waren nun ganz auffallend, 
in manchen Fallen um die Halfte niedriger als unsere Werte. 


Der Wunsch, diesen auffallenden Widerspruch aufzukliren, hat 
uns nun veranlaBt, unsere methodischen Studien in bezug auf die 
Voisenetreaktion neuerlich aufzunehmen und nach verschiedenen 
Richtungen hin auszugestalten. Die gréBte Schwierigkeit, welche der 
Ermittlung des richtigen Tryptophangehaltes eines Proteins entgegen- 
steht, ist wohl folgende: Man steht vor der Wahl, ob man das Trypto- 


1) BE. Liischer (Cambridge biochem. Labor.), Biochem. Journ. 16, 556, 
1922. 
*) Clarence E. May and E. R. Rose (Univ. of Indiana), Journ. of biol 


Chem. 54, 213, 1922. 
%) O. Folin and J. M. Looney, ebendaselbst 51, 421, 1922. 
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phan im Verbande des Eiweifmolekiils oder nach Loslésung aus demselben 
bestimmen will. Im ersteren Falle vermeidet man die Gefahr, das 
Tryptophan durch die Eingriffe der hydrolytischen Spaltung zu 
schidigen, hat aber keine Garantie dafir, daB nicht etwa insbesondere 
bei einer kolorimetrischen Bestimmung sich die Wirkung auxochromer 
oder farbungshemmender konstitutiver Einfliisse, vor allem aber die 
Wirkung der verschiedensten physikalisch-chemischen Faktoren in 
unliebsamer und schwer kontrollierbarer Weise geltend machen kénnte. 
Im anderen Falle wiederum, wenn man es vorzieht, das Tryptophan, 
bevor man es der Bestimmung unterwirft, erst sorgfiltig aus der Tiefe 
des EiweiBmolekiils herauszuschilen, besteht die groBe Gefahr, eine so 
labile Substanz, wie es diese Aminosiure zweifellos ist, zu schidigen. 
An eine Sdurehydrolyse ist gar nicht zu denken. Wissen wir doch, 
daB das Tryptophan der einzige der bisher bekannten Bestandteile 
des EiweiBmolekiils ist, der bei der maximalen Saurehydrolyse restlos 
(unter ,,Melanoidin“bildung) zugrunde geht'). Jedoch auch bei der 
Alkalihydrolyse liegen die Dinge keineswegs einfach. Herzfeld*) hatte 
gefunden, daB alle Alkalien bei der Einwirkung auf T7'ryptophan Indol 
liefern, insbesondere die Natronlauge. Dagegen war bei Barythydrolyse 
nur eine minimale Indolbildung bemerkbar. Wir*) konnten uns zwar 
davon tiberzeugen, daB selbst konzentrierte Alkalilauge weder bei lang- 
dauernder Einwirkung bei Zimmertemperatur, noch aber bei kurz- 
dauernder Einwirkung in der Wirme das Tryptophan wesentlich 
schadigt, andererseits hatten wir in Serumproben nach achtstiindiger 
Einwirkung von Barytlauge am Wasserbade und noch mehr im Auto- 
klaven bei 140° ein starkes Absinken des kolorimetrischen Titers bemerkt, 
das wir (Fiirth und Lieben) damals im Sinne einer Tryptophanzerstérung 
gedeutet haben. Annie Homer*) hatte allerdings angenommen, dai 
selbst langdauernde Barythydrolyse praktisch keine Tryptophan- 
verluste zur Folge habe. H.C.Watermann®) jedoch ist gegenteiliger 
Meinung: Seine neven Versuche tiber Tryptophandarstellung durch 
Barytspaltung des Lactalbumins haben ihm die Uberzeugung bei- 
gebracht: ,,that the baryte hydrolysis cannot be carried to completion 
without destruction of some of the tryptophane”. 

In sorgfaltiger Weise hat Onslow*) im Laboratorium von S.W. Cole 
die relative Stabilitat des Tryptophans der Barythydrolyse festgestellt. 


1) Naéheres diesbeziiglich bei O. Firth und F. Lieben, diese Zeitschr. 
116, 224, 1921. 

2) Herzfeld, ebendaselbst 56, 82, 1913. 

%) O. Firth und F. Lieben, ebendaselbst 109, 137, 1920; 109, 135, 1920. 

*) Annie Homer, Journ. of biol. Chem. 22, 269, 1915. 

5) H. C. Watermann (Depart. of Agriculture Washington), ebendaselbst 
56, 75, 1923. 

*) H. Onslow, diese Zeitschr. 15, 283, 1921. 
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Es ergab sich dabei die merkwiirdige Tatsache, daB freies Tryptophan 
von Baryt leicht zerstért wird, wahrend die Gegenwart von Produkten 
der HiweiBhydrolyse das Tryptophan vor dem zerstérenden Einflu8 
des Baryts zu schiitzen vermag. Das gilt aber nicht fir die Natron- 
laugehydrolyse, welche anscheinend auch bei Gegenwart von Hydro- 
lysenprodukten ziemlich schnell ihre schidigende Wirkung geltend 
macht. 

Es. handelt sich hier also sozusagen um eine Wahl zwischen ver- 
schiedenen Ubeln. Der Zweck der im folgenden mitgeteilten Unter- 
suchungen war es, uns auf Grund eines méglichst reichhaltigen Beob- 
achtungsmaterials dariiber ein Urteil zu bilden, welches von den in 
Betracht kommenden unvermeidlichen Ubeln als das kleinste zu ver- 
anschlagen wire. Wir gingen also derart vor, da wir eine Reihe von 
Proteinsubstanzen unter den verschiedensten Varianten durch Ein- 
wirkung verdauender Fermente, von Natron- oder Barytlauge in der 
Warme und Kalte, sowie durch Lésen in starker Salzsiure immer 
wieder desintegrierten und immer wieder den _,,kolorimetrischen 
Tryptophantiter“, d. h. den (wirklichen oder scheinbaren) Tryptophan- 
gehalt mit Hilfe der Voisenetschen Reaktion oder aber mit Hilfe der 
Reaktion von Folin-Looney feststellten. 


Il. Versuche mit Casein, 


Unsere friiheren Versuche (Fiirth und Nobel, |. c., 8S. 117) hatten 
ergeben 


fiir Casein nach Hammarsten . . . 1,64 Proz. Tryptophan 


” , ” ” * ue ” 


kaiufliches Casein : ” 
Caseinfallung aus frischer Milch. . . 2, » 
Caseinfallung mit Alaun ... . . 2,25 ,, 


Mittel. .. 


Hopkins und Cole hatten bei der Tryptophandarstellung aus 
Hammarsienschem Casein eine Maximalausbeute von 1,5 Proz. erhalten. 
Sanders und May bekamen einen Wert von 1,60 Proz., Komm und 
Bohringer (|. c.) 2,3 Proz. Annie Homer (vgl. Fiirth und Lieben, 1. c., 
8. 136) erhielt nach Barytspaltung und Phosphorwolframsaurefallung 
in einem Falle einen Wert von 1,95, bei sechs weiteren Analysen 0,99 
bis 1,24 Proz. Eine Versuchsserie ergab sehr konstant bei 20-, 40-, 
60-, 80stiindiger Barytspaltung 1,06 bis 1,13 Proz. Dakin hat bei 
Verdauung von Casein mit Pankreasextrakt nach seinem neuen Butyl- 
alkoholverfahren eine Tryptophanausbeute von 1,7 Proz. erhalten’). 

') Vgl. A. Weil in Abderhaldens biol. Arbeitsmethod., Abt. I, Teily7, 
S. 50, 1922. 
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a) Trypsinverdauung. Hammarstensches Casein in schwachem Alkali 
gelést und die Lésung direkt der Voisenetbestimmung mit HCl, spezifisches 
Gewicht 1,15, unterworfen, gab einen Wert von 1,7 Proz. Tryptophan. 


10g desselben Praparates wurden in 200 ccm einer Phosphatpuffer- 
mischung') py = 7,1 (Casein-Verdauungsoptimum) gelést. Ein Teil dieser 
Lésung wurde durch 3 Wochen hindurch im Brutschranke unter Toluol 
zusatz der Einwirkung eines hochwirksamen Trypsinpraparates iiberlassen, 
das wir der Freundlichkeit der Firma Réhm und Haas, Darmstadt, ver- 
dankten. Die Kontrollésung wurde unter Toluol, jedoch ohne Trypsinzusatz 
im Brutschranke belassen. Nach Ablauf dieser Zeit war der kolorimetrische 
Titer auf 1,8 Proz. abgesunken (Kolorimetrie mit HCl, spezifisches Gewicht 
1,15). 


b) Barytspaltung. 10g Hammarstensches Casein wurden in 250 ccm 
H,O unter Zusatz von 35g Atzbaryt unter RiickfluBkiihlung 48 Stunden 
lang gekocht. Sodann wurde ein aliquoter Teil abgetrennt und so viel 
H,S0O, hinzugefiigt, daB die Fliissigkeit 5 Proz. H,SO, enthielt. Nunmehr 
wurde einerseits die Bestimmung nach Voisenet, andererseits nach Folin- 
Looney durchgefiihrt. Die Hauptmenge des Barythydrolysates wurde 
durch Filtration von BaC OQ, befreit, die Barytkonzentration durch Titration 
ermittelt und so viel Atzbaryt in Substanz hinzugefiigt, daB nach Léisung 
desselben wieder die urspriingliche Atzbarytkonzentration erreicht wurde. 
Nunmehr wurde wieder 48 Stunden gekocht usw. 


Voisenet ergab (mit HCl vom spezifischen Gewicht 1,15) 


zu Beginn des Versuchs. . . . . . . 2,0 Proz. Tryptophan 
nach 48stiindiger Barythydrolyse .. 1,4 ,, * 

96 BY ut ee eee we > 
‘hers a ace <a a - 


Die Folin-Looney-Bestimmung ergab wihrend aller einzelnen Versuchs- 
phasen etwas schwankende Einzelwerte zwischen 1,5 bis 2,0 Proz. 

c) Eine genaue Wiederholung obigen Versuchs, jedoch mit der Ab- 
weichung, da8 die Kolorimetrie statt mit HCl vom spezifischen Gewicht 1,15 
mit stdrkerer Sdure vom spezifischem Gewicht 1,175 vorgenommen wurde, 
ergab 

zu Beginn des Versuchs. . . . . . . 1,70 Proz. Tryptophan 
nach 48 Stunden (direkt im Hydrolysat 


ohne Entfernung des Ba bestimmt) . 1,64 ,, ”» 
on eee os cs ce 8 he 6 ee ee 9° 
of ae. co Sint? ti hs eae ee oo i 


d) SchlieBlich sei ein praparativer Versuch groBeren Umfanges angeftihrt. 
wobei 1 kg kiéuflichen Caseins in einem emaillierten, mit Riickflu@kiihler 
versehenen Eisentopfe mit 7 Liter Brunnenwasser und 870g Atzbaryt 
48 Stunden lang gekocht wurde. Sodann wurde in eine groBe Schale iiber- 
spiilt, mit einem Uberschu8 konzentrierter H,SO, gefallt, das BaSO, 
abgenutscht und der BaSO,-Niederschlag sorgfaltig ausgekocht. Die 
Voisenetbestimmung in den vereinigten Filtraten ergab (umgerechnet auf 
das Casein) nur 1 Proz. Tryptophan. 


') 70cem 2 m/15 Na, HPO,.12 H,O + 40cem Naf 2 Proz. + 60 cem 
m/15 KH,PO, + 30cem H,0O. 
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Uberblicken wir die Gesamtheit dieser Resultate, so ergibt sich, 
da ja die effektive untere Grenze des Tryptophangehaltes nach den 
Ausbeuten, die Hopkins und Cole einerseits, Dakin andererseits erzielt 
hatten, mit 1,5 bis 1,7 Proz. festgelegt ist, daB hier sowohl bei der lang- 
dauernden Trypsinverdauung als auch bei der langdauernden Baryt- 
hydrolyse sicherlich ein wirklicher oder scheinbarer Verlust an Tryptophan 
stattgefunden hatte. 

Ill. Versuche mit Fibrin. 


Eine weitere Versuchsserie wurde mit Fibrin ausgefiihrt. Hier 
hatte eine friihere Versuchsserie befriedigende Ubereinstimmung er- 
geben (Fiirth-Lieben, |. c., Il, 8.140). Lésung in NaOH (10proz.): 
5,6 Proz.; durch kurzdauernde, etwa dreitigige Trypsinverdauung 5,1, 
5,9, 4,7, 5,1 Proz., nach 16stiindiger Barythydrolyse 5,2 Proz., nach 
kombinierter Pepsin-Trypsinverdauung 5,3 Proz. — ferner (Fiirth- 
Tieben, Ill, diese Zeitschr. 109, 156): nach Trypsinverdauung bis zu 
oben erfolgter Lésung 5,1 Proz. Tryptophan. 


a) Pepsin-Trypsinverdauung. Fibrin, unter Alkohol aufbewahrt, 
wurde mit Wasser ausgewaschen, ausgepreBt und zwischen Filtrierpapier 
abgetrocknet. Enthielt 39 Proz. Trockensubstanz. Wurde in Pepsinsalz- 
siure unter Toluolzusatz 2 Tage im Brutofen belassen, worauf vollstandige 
Lésung erfolgt war. Nunmehr wurde Phosphatpuffermischung und so viel 
NaOH hinzugefiigt, daB eben Farbenumschlag gegen Phenolphthalein 
erfolgte. Voisenet ergab nunmehr, auf die Fibrinmenge umgerechnet 
4,6 Proz. Tryptophan. Es wurde weiterhin Trypsin hinzugefiigt. Nach 
2 Wochen im Brutofen war der kolorimetrische Titer auf 3,8 Proz. 
abgesunken. 

b) Analoger Versuch mit 100 g frischen Fibrins, unter Anwendung von 
»,Pancreatinum activum‘: und von Natriumfluorid als Antiseptikum und 
unter Kontrolle eines Parallelversuches ohne Trypsinzusatz ergab im 
Brutofen im Laufe von 6 Wochen ein Absinken des Voisenet-Titers (mit 
1,15 proz. HCl) von 5,8 auf 4,4 Proz. Tryptophan. 

c) Barythydrolyse. 5g Fibrin in 125 cem H,O mit 17% g Atzbaryt 
24 Stunden unter RiickfluBkiihlung gekocht, sodann mit 40 ccm 50proz. 
H,SO, angesiuert und so viel Wasser hinzugefiigt, daB die Lésung einer 
1 proz. Fibrinlésung entsprach. Nach Filtration des Ba SO, und Vertreibung 
des H,S ergab Voisenet mit 1,15 proz. HCl den gewohnten Wert von 
4,9 Proz. Tryptophan. Ein aliquoter Teil weitere 24 Stunden mit Baryt 
hydrolysiert, ergab einen weit geringeren kolorimetrischen Titer: 3,4 Proz. 
(wobei allerdings zu beachten ist, daB diesmal sowohl Standard als Probe 
mit einer weit konzentrierteren Salzsiure vom spezifischen Gewicht 1,17 
angesetzt worden waren). Wir gingen nun weiter so vor, da8 wir aus einer 
geringen Menge des Barythydrolysates, nachdem wir dasselbe auf einen 
H,80O,-Gehalt von 5 Proz. gebracht hatten, das Tryptophan mit dem 
Hopkinsschen Reagens niederschlugen, den mit Hilfe der Zentrifuge ab- 
getrennten Niederschlag direkt in der konzentrierten HC! lésten und die 
Voisenetbestimmung vornahmen. Wir erhielten so 3,2 Proz. Tryptophan, 
also einen Wert, der dem von Folin-Looney ermittelten Werte 2,9 Proz. 


nahestand. 
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d) Ausfiihrung der Voisenetreaktion mit hochkonzentrierter HCl, Baryt- 
hydrolyse. Wir gingen nun weiter so vor, da8 wir zur Ausfiihrung der 
Voisenetreaktion nicht wie bisher 1,15 proz., sondern 1,17 proz. HC! 
benutzten. 

Eine Fibrinprobe in 30proz. KOH durch halbstiindiges Erwiarmen 
gelést, gab direkt bei der Voisenetkolorimetrie zu unserer Uberraschung 
einen Wert von 8,3 bis 3,6 Proz. Barythydrolyse in der Dauer von 3, 8, 
24 Stunden vermochte nunmehr den kolorimetrischen Titer nicht weiter 
herunterzudriicken. Derselbe hielt sich vielmehr um 8,7 Proz. herum. 

e) Vergleich konzentrierter Salzsdure verschiedener Stdrkegrade, Baryt- 
hydrolyse. Fibrinproben, in 30proz. KOH gelést, ergaben beim Voisenet 
mit HCl, spezifisches Gewicht 1,15, den gewohnten Wert: 5,8 Proz. Trypto- 
phan; mit HCl, spezifisches Gewicht 1,175, dagegen nur 3,5 Proz. Trypto- 
phan. Nach Barythydrolyse ein noch etwas niedrigerer Wert: nach 24 Stun- 
den und ebenso auch nach 48 Stunden 2,8 Proz. 

f) Hydrolyse mit Natronlauge. Zu pradparativen Zwecken wurden je 
500 g trockenen Fibrins in einem EisengeféiBe mit aufgesetztem RiickfluB- 
kiihler mit 5 Liter Wasser und 250g Atznatron 50 Stunden lang gekocht, 
sodann wurde mit H,SO, neutralisiert. Die kolorimetrische Ausbeute an 
Tryptophan in diesem Stadium betrug in dem einen Falle 4,6 Proz., in dem 
anderen Falle jedoch nur 3,3 Proz. 


Diese Beobachtungen lieBen uns das ganze Problem in seiner 
ganzen Schwierigkeit erkennen; sie gestatten aber zugleich in ihrem 
Zusammenhange, die Frage unter einem anderen Gesichtswinkel zu 
betrachten, als sie sich bisher uns und anderen prisentiert hatte. 
Die Tatsache, daB die absolute Intensitét der Voisenetschen Farben- 
reaktion durch Wasserzusatz geschwiacht, durch Erhéhung der Saure- 
konzentration aber erhéht werde, war uns allerdings wohlbekannt und 
ist seinerzeit auch spektrophotometrisch registriert worden (Fiirth- 
Lieben, |. c., Il, 8. 130 bis 132). Fir die Auswertung reiner Tryptophan 
lésungen verschiedener Konzentration hatte es sich als ziemlich gleich- 
giltig erwiesen, ob man die Reaktion mit starkerer oder schwiacherer 
Salzsiure anstellte, vorausgesetzt nur, daB man, wie selbstverstandlich, 
nur immer Testfliissigkeit und Standard mit derselben Saéure ansetzte. 
Nun aber sahen wir uns hier einem factum novum gegeniiber, wobei 
wir es nun freilich nicht, wie seinerzeit, mit einer Lésung reinen Trypto- 
phans, vielmehr mit dem in der Tiefe des Fibrinmolekiils verborgenen 
Tryptophankomplex zu tun hatten. Hier sahen wir unerwarteterweise 
den kolorimetrischen Voisenettiter alsbald von seiner Hohe herunter- 
gleiten, sobald wir die konzentrierte Salzsdure durch eine noch viel stdrkere 
ersetzien. Das gleiche Heruntergleiten des Titers etwa von 5 Proz. Trypto- 
phan auf rund 3 Proz. sahen wir nun auch immer und immer wieder- 
kehren, wenn wir, sei es durch Ferment-, sei es durch Alkalihydrolyse, 
den Verband des Molekiils in ausgiebiger Weise gesprengt hatten. 

Das muBte uns zu denken geben und uns veranlassen, den Kreis 
unserer Beobachtungen zu erweitern. Wir taten dies zunachst in bezug 
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auf das dem Fibrin nahestehende, durch seine Leichtléslichkeit aus- 
gezeichnete Wittepepton, welches ja, wie bekannt, durch ausgiebige 
Pepsinverdauung aus frischem, ausgewaschenem Fibrin gewonnen wird. 


IV. Versuche mit Wittepepton. 

In friiheren Versuchen hatten wir (Fiirth-Lieben, |. c., II) im Witte- 
pepton im Mittel 5,3 Proz. Tryptophan gefunden. Genau denselben 
Wert (5,3 Proz.) hatten Komm und Boéhring (l.c.) mit ihrer Modifi- 
kation dieser Methode erhalten. Nach Folin und Looney hatte sich 
jedoch ein erheblich niedrigerer Wert (3,03 Proz.) ergeben. 

a) Lésung in konzentrierter Salzsdure. Wir listen 0,1 g Wittepepton 
in 10 cem konzentrierter Salzsdure (spezifisches Gewicht 1,19) in der Kilte. 
Mit 2ccm der Lésung wurde die Reaktion in gewohnter Weise angestellt; 
ergab 3,3 Proz. Tryptophan. 

b) Ldésung in konzentrierter Salzsdure. 0,5 g Wittepepton (bei 110° 
getrocknet) wurden in 10 cem konzentrierter HCl (spezifisches Gewicht 1,19) 
(pro Analysi) in der Kalte gelést. Die Probe in folgender Weise angestellt: 
2 ccm der Lésung + 2 cem H,O + 1] cem konzentrierter HC] + 1 Tropfen 
2proz. Formaldehyds; nach 10 Minuten 10 Tropfen 0,05proz. NaN O,. 
Auffiillen auf 20 ccm. 

Die Farbung wurde mit der Standardlésung verglichen, némlich: 2 cem 
0,1 proz. Tryptophanlésung (Merck, in Naf 2 Proz.) + 13 cem konzentrierter 
HCl +1 Tropfen 2proz. Formaldehyds, nach 10 Minuten + 10 Tropfen 
0,05 proz. NaNO,. Auffiillen auf 20 ccm. 

Der kolorimetrische Vergleich ergab fiir das Wittepepton einen Gehalt 
von 2,8 Proz. Tryptophan. Eine teilweise Zerstérung des Tryptophans 
erscheint in diesem Falle nicht unwahrscheinlich. (Vgl. Versuch d.) 

c) EinfluB der Salzsdurekonzentration. 1g Wittepepton wurde in 
40 ccm 30proz. NaOH in der KaAlte gelést. 

Voisenet mit HCl (spezifisches Gewicht 1,15) ergab diesmal einen 
ungewoéhnlich hohen Wert von 5,9 Proz. Tryptophan. Eine andere Probe, 
direkt in HCl (spezifisches Gewicht 1,17) gelést, ergab beim kolorimetrischen 
Vergleich einen um etwa 40 Proz. schwicheren Wert. 

d) Trypsi d. g. 1 g Wittepepton wurde in 40 ccm einer Phosphat- 
puffermischung heiB gelést. Der Niederschlag von Heteroalbumose ab- 
filtriert. Voisenet, ausgefiihrt mit HCl (spezifisches Gewicht 1,17), ergab 
einen Gehalt von 5,0 Proz. Tryptophan, also unseren alten Wert. Nunmehr 
wurde mit 0,1 g Trypsin (Kahlbaum) unter Toluolzusatz im Brutofen verdaut. 
Nach einer Woche scheinbarer (offenbar vom Trypsinzusatz herriihrende) 
Vermehrung des Tryptophangehaltes auf 5,5 Proz. Nach einer Woche Ab- 
sinken auf 4,2 Proz. Tryptophan. (Kolorimetrisch gegen Tryptophanstandard 
und HCl, spezifisches Gewicht 1,15.) 

e) Trypsi di g. 2g Wittepepton in 80ccm Phosphatpuffer- 








mischung (p,, = 8,1) hei8 gelést, Heteroalbumose abfiltriert, dazu ‘Trypsin 
und 17 ccm n/10 NaOH und einige Tropfen Phenolphthalein. Das nunmehr 
schwach rosa gefiirbte Gemisch wurde nach Toluclzusatz sich selbst iiber- 
lassen. Voisenet (Kolorimetrie durch Vergleich mit der unverdauten Probe, 
die ihrerseits zu Beginn des Versuchs mit dem Tryptophanstandard ver- 
glichen worden war). 
Sogleich Nach 8 Tagen? Nach 17 Tagen Nach 33 Tagen 
47 Proz. 42 Proz. 82 Proz. 8.1 Proz. 








Tryptophanbestimmung in Proteinen. 283 


f) Barytspaltung, Fdllung nach Hopkins. 5g Wittepepton wurden mit 
100 cem H,O und 20 g Atzbaryt unter RiickfluBkiihlung 48 Stunden gekocht, 
filtriert und der Riickstand mit Wasser nachgewaschen. Im Filtrate wurde 
Ba mit H,SO, ausgefillt, dazu so viel 50proz. H,SO,, daB nach Auffiillen 
auf 500 ccm der H,SO,-Gehalt 5 Proz. betrug. Sodann wurde mit dem 
Hopkinsschen Reagens ausgefaillt. Der tryptophanhaltige Niederschlag 
wurde nach 3 Stunden abfiltriert, mit dem Fiallungsmittel ausgewaschen, 
schlieBlich in 2proz. HCl suspendiert und mit H,S zerlegt. Das HgS 
wurde abfiltriert und noch einmal mit H,O ausgekocht. Die Voisenet- 
bestimmung, ausgefiihrt mit reiner HCl (spezifisches Gewicht 1,175), ergab 
fiir das Ausgangsmaterial einen Gehalt von 8,8 Proz. Tryptophan. 

Es ergab sich weiterhin die beachtenswerte und fiir die Frage der 
praparativen Gewinnung des Tryptophans wichtige Tatsache, daB, zum 
Unterschied vom im Eiwei8verbande befindlichen Tryptophan, das, wie 
bekannt, sehr schnell von konzentrierten Séuren unter Melancidinbildung 
zerstért wird, die durch das Reagens von Hopkins abgetrennte Fraktion nun- 
mehr ziemlich widerstandsfahig gegen Sdure geworden ist. Nach 16stiindigem 
Kochen mit 25proz. H,SO, ergab sich eine Abnahme des Voisenettiters 
um nur etwa 20 Proz. 

g) Protrahierte Trypsinverdauung in Phosphatpuffermischung py, = 8,1, 
die so viel NaF gelést enthielt, daB der Gehalt daran 0,3 Proz. betrug. 

Es ergab sich hier ein sehr langsames Absinken des Voisenettiters 
nach MaBgabe der fortschreitenden Verdauung (Kolorimetrie mit HC, 
spezifisches Gewicht 1,155) gegen die unverdaute Kontrollprobe. 

Zu Beginn Nach 16 Tagen Nach 43 Tagen Nach 70 Tagen 
58 Proz. 43 Proz. 42 Proz. 838 Proz. 
(Zusatz eines hochwirksamen Trypsinpraparats von Réhm u. Hass, Darmstadt. ) 


h) Protrahierte Trypsinverdauung, ahnlich wie der vorige Versuch in 
Phosphatpuffermischung (py, = 8,3). 

Abnahme des Voisenet-Titers (HCI, spezifisches Gewicht 1,155). 

‘Zu Beginn Nach 17 Tagen Nach 48 Tagen 
58 Proz. 8.6 Proz. 84 Proz. 

i) Tryptische Verdauung. Der kolorimetrische Titer (Voisenet mit HCl, 
spezifisches Gewicht 1,15) war im Verlaufe von 24% Wochen von 5,8 auf 
8,5 Proz. Tryptophan abgesunken. Wurde die Reaktion dagegen mit der 
starken Salzsiure ausgefiihrt, so ergab sich sogleich ein niederer Wert von 
8,6 Proz., der im Laufe der weiteren Verdauung keine weitere merkliche 
Abnahme mehr zeigte. 

k) Hydrolyse mit 4proz. Natronlauge. Die Vcisenetbestimmung wurde 
in den einzelnen Phasen vergleichsweise mit HC] vom spezifischen Ge- 
wicht 1,150 bzw. 1,185 ausgefiihrt. 





Voisenet mit | Voisenet mit 
der schwacheren Saure der stirkeren Saure 
Proz. Proz. 
ee eee 53 33 
Nach 48 Stunden .. 40 —_— 
” ” . . 32 25 
” 120 °° . . ; 8.0 — 


1) Barythydrolyse. 10 g Wittepepton mit 250 cem H,O und 35 g Atzbaryt 
unter RiickfluBkiihlung gekocht und, unter titrimetrischer Kontrolle, der 
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Atzbarytgehalt durch neverlichen Zusatz von Atzbaryt auf etwa 14 Proz. 
erhalten. Vcisenet mit HCl, spezifisches Gewicht 1,15: 
Sogleich Nach 48 Stunden Nach % Stunden Nach 144 Stunden 
53 Proz. 845 Proz. 88 Proz. 85 Proz. 

Wurde die Voisenet-Bestimmung mit starker HCl, spezifisches Ge- 
wicht 1,185, ausgefiihrt, so trat bereits ohne Hydrolyse der niedere Voisenet- 
wert zutage, ohne durch die nachfolgende Hydrolyse weiter heruntergedriickt 
zu werden. 

Die gleiche Stabilisierung ergab sich bei Kontrolle der Hydrolysate 
nach dem Verfahren von Folin und Looney. 

m) Barythydrolyse. 10g Wittepepton (durch 24 Stunden bei 110° 
getrocknet) wurden mit 250 ccm Wasser und 35 g Atzbaryt 48 Stunden lang 
hydrolysiert. 

Das Hydrolysat, direkt, ohne Ausfillung des Atzbaryts unter An- 
wendung von HCl, spezifisches Gewicht 1,175, gegen eine Tryptophan- 
standardlésung kolorimetriert, ergab 4,4 Proz. Tryptophan. Eine andere 
Portion des Hydrolysates nach Beseitigung des Baryts mit H,SO, kolori- 
metriert, ergab 8,9 Proz. Tryptophan. 

Uberblicken wir nunmehr die vorliegenden zahlreichen, das Fibrin 
und das Wittepepton betreffenden Beobachtungen, so ist das Ergebnis 
in Kirze folgendes: 

Das Fibrin ergibt bei der Voisenetbestimmung mit der schwacheren 
Salzsiure einen kolorimetrischen Titer von rund 5 Proz. Tryptophan. 
Die ausgiebige Verdauung mit Pepsin, wie sie der Umwandlung des 
Fibrins in ,,Wittepepton“ entspricht, bewirkt keine Verschiebung dieses 
Titers. Greift aber die tryptische Verdawung oder aber eine Alkali- 
hydrolyse (mit Atzbaryt oder Atznatron) ein, so sinkt der kolorimetrische 
Titer allmahlich ab, um sich schlieBlich um 3 Proz. herum einigermaBen 
zu stabilisieren. Wird die Voisenetbestimmung mit der hochkonzen- 
trierten Salzsiure ausgefiihrt, so tritt auch ohne vorausgegangene 
hydrolytische Spaltung sogleich ein niedrigerer Wert in Erscheinung. 


V. Versuche mit einigen anderen Proteinen. 
A. Lactalbumin. 

Voisenet mit der stairkeren Séure ergab sowohl nach 60stiindiger, als 
auch nach 108stiindiger Barythydrolyse eine Stabilisierung auf 2,8 Proz. 
Tryptophan ; Fiirth-Lieben hatten direkt mit der schwacheren Saure 2,9 Proz. 
Tryptophan gefunden; May und Rose mit ihrem Vorgange 2,4 Proz. 


B. Serumglobulin. 

Fiirth und Lieben (vgl. diese Zeitschr. 116, 235, 1921) hatten in ver- 
schiedenen Globulinfraktionen von normalen und Immunseris beim Arbeiten 
mit der schwacheren Salzsiure Werte zwischen 3,3 bis 5,2 Proz. Tryptophan 
erhalten. Kiéyotaki') hat in diesem Laboratorium den Tryptophangehalt 
des Serumglobulins mit 4,0 Proz. veranschlagt. Bei Benutzung der stiarkeren 
Salzsiure ergab sich nunmehr fiir ein Serumglobulinpraparat nach Lésung 





1) U. Kiyotaki, diese Zeitschr. 184, 333, 1922. 














Tryptophanbestimmung in Proteinen. 285 


in 30proz. KOH: 3,1 bis 3,4 Proz, Nach 48stiindiger Barythydrolyse 

2,3 bis 2,6 Proz., nach 96stiindiger Barythydrolyse 2,4 Proz. Ein anderes 

(nach dem Ammonsulfatverfahren dargestelltes koaguliertes) Globulin- 

praiparat aus Pferdeserum ergab nach Lésung in 30proz. KOH unter An- 

wendung von HCl, spezifisches Gewicht 1,17, 4,1 Proz. Tryptophan, mit 

HCl, spezifisches Gewicht 1,19 Proz. jedoch nur 2,6 Proz. Tryptophan. 
C. Edestin. 


Direkt in 30proz. KOH gelést, kolorimetriert mit HCl, spezifisches 
Gewicht 1,15, 3,0 Proz., mit HCl, spezifisches Gewicht 1,17, 2,1 Proz. 
Nach 48stiindiger Barythydrolyse 1,6 Proz., nach 9%6stiindiger Baryt- 
hydrolyse 1,6 Prez. Aiso auch hier Stabilisierung! 


VI. Verhalten reinen Tryptophans in Mischung mit Gelatine gegen Barytlauge. 
Wir setzten a) 0,15g Tryptophan + 5g Gelatine + 1744 g Atz- 
baryt + 125cem H,O in einem Kolben mit aufgesetztem Riickflub- 
kithler zu einem 48stiindigen Hydrolysenversuch an. Die Parallel- 
probe b) unterschied sich von a) nur durch Fehlen des Tryptophan- 
zusatzes, das hier erst nach vollzogener Barythydrolyse hinzugefiigt 
wurde. Die nach Beseitigung des Baryts durch H,SO, vorgenommene 
Voisenetbestimmung ergab fiir */; von 
a) statt 0,060g Tryptophan. ..... . . 0,059¢ 
b) ,, 0,060¢ se asdapiee: de . 0,056 g 

Ks hatte also bei Gegenwart der beim Zerfall der Gelatine resultierenden 
Eiweifspaltungsprodukte im Verlaufe einer 48stiindigen Barythydrol yse 
keine merkliche Tryptophanzerstérung stattgefunden. 

Nun fehlen aber gerade zwei der reaktionsfahigsten EiweiBspalt ungs- 
produkte in der Gelatine: das Cystin und das T'yrosin. 

Um diesen Mangel zu ergiinzen, wurde c) wie a), aber unter weiterem 
Zusatz von 0,1 g Tyrosin + 0,1 g Cystin angesetzt. 

Jedoch auch hier vermochte eine 48stiindige Barythydrolyse keine 
deutliche Zerstérung des Tryptophans zu bewirken. 

Wir gelangen also zu der fiir uns wichtigen SchluBfolgerung, dab 
das Tryptophan in der Tat durch eine hochgradige Resistenz gegeniiber 
der Barythydrolyse bei Gegenwart von anderen hydrolytischen Eiweif- 
spaltungsprodukten ausgezeichnet ist. 

Diese Resultate stehen in voller Ubereinstimmung mit den Er- 
gebnissen, zu denen Onslow im Cambridger Laboratorium gelangt ist. 


VII. Relative Unabhiangigkeit der Voisenetreaktion vom Wasserzusatze 
in Eiwei8lésungen im Gegensatz zu reinen Tryptophanlisungen. 
A. Wittepepton. 
Wittepepton in reiner HCl, spezifisches Gewicht 1,175, direkt zu 
2 Proz. gelést. Von der Lésung wurden je 20 ccm zur Voisenetreaktion 
wie gewohnlich verwendet, es wurde jedoch in 
Biochemische Zeitschrift Band 146. 1S 
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a) 4ccm H,O + ll cem HCl, spezifisches Gewicht 1,175 
b) 2 ” ” + 13 * or *> ” 1,175 
c)0 ,, »o + , Es s 1,175 


angewandt. 

Wird die Farbungsintensitaét der mit unverdiinnter HCl angesetzten 
Probe == 1 gesetzt, so ergab b) gleichfalls 1, ¢) 0,87. 

Also: wenig Wasser war ohne EinfluB geblieben, viel Wasser hatte 
nur eine maBige Abschwichung der Firbungsintensitaét (um 13 Proz.) 
herbeigefiihrt. 

Wurde dagegen ein analoger Versuch mit reiner T'ryptophanlésung 
durchgefiihrt, so ergab c) = 1, b) = 0,77, a) = 0,65, also eine sehr 
starke Abschwdchung der Farbungsintensitat durch den W asserzusatz. 


B. Edestin. 
Analoger Versuch: c) = 1, b) = 0,92, a) = 0,84. 


C. Casein. 


Analoger Versuch: c) = 1, b) = 1,0, a) = 0,95. 


D. Serumalbumin. 

Durch fraktionierte Ammonsulfatfaillung aus Pferdeblutserum ge- 
wonnen, koaguliert, sulfatfrei gewaschen, ein Teil feucht in verdinntem 
Alkali gelést mit Voisenet : 

a) 1 cem Lésung + 14 ccm HCI spezifisches Gewicht 1,175 + 0 cem H,O, 


b)l ,, oo A - 9° B76 +3 oe: 

Bei a) und b) ergab Voisenet die gleiche Farbungsintensitat. 

Wurde mit einer maximal verdauten Wittepeptonprobe (Versuch IV, i) 
die Kolorimetrie vergleichsweise unter Anwendung von HCl, spezifisches 
Gewicht 1,15 und 1,19, ausgefiihrt, so fiel die Reaktion in letzterem 
Falle ungefahr doppelt so stark aus. Sie verhielt sich in dieser Hinsicht 
etwa wie eine reine Tryptophanlésung, bei der, wie seinerzeit die spektro- 
photometrische Beobachtung gelehrt hat (Fiirth-Lieben, |. c., 8. 131), 
ein Anstieg der HCl-Konzentration vom spezifischen Gewicht 1,15 
auf 1,20 eine (ceteris paribus) doppelt intensive Farbenreaktion er- 
geben hatte. 

Weiterhin wurde ein Barythydrolysat (Versuch IV, n) vergleichs- 
weise mit HCl, spezifisches Gewicht 1,175 und 1,15, kolorimetriert. 
Die Relation der Farbungsintensitaét zugunsten der stirkeren Saure 
betrug 1:0,7. Andere Versuche (s. unten) haben ergeben, daB nicht 
hydrolysierte EiweiBkérper hinsichtlich der Intensitét der Voisenet- 
firbung von den Schwankungen der Sdéurekonzentration nur wenig ab- 
hiingig sind. Es ist also klar, daB, wenn man die Kolorimetrie mit der 
schwécheren Sdure ausfiihrt und hydrolysiertes und nicht hydrolysiertes 
Wittepepton miteinander vergleicht, von vornherein sich aus diesem Um- 
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stande ein scheinbares Minus zuungunsten der hydrolysierten Probe er- 
geben mute, auch wenn tatsdchlich keine Zerstérung stattgefunden hiitte. 

Eine ebensolche Abhiangigkeit der Firbungsintensitaét von der 
Salzsiurekonzentration wies das Caseinhydrolysat nach 48stiindiger 
Barythydrolyse (Versuch II, c) auf. 

Wir gelangen also zu der fir unsere Beobachtungen wichtigen 
SchluBfolgerung, daB bei Anstellung der Voisenetreaktion mit Hiweif- 
lésungen (im Gegensatz zu Lésungen von freiem, reinem Tryptophan) 
die erzielte Fadrbungsintensitdt in weiten Grenzen von der Konzentration 
der angewandten Salzsdure unabhdngig ist. 


VIII. Diskussion der Versuchsresultate. 


1. Wir wollen nun an der Hand der vorliegenden Erfahrungen 
den Versuch machen, uns iiber die sich daraus ergebenden Schlub- 
folgerungen klar zu werden. 

Wir haben gesehen, daB, wenn wir den Tryptophangehalt eines 
Proteins zu ermitteln versuchen, der kolorimetrische Voisenettiter 
(also die relative Intensitaét der Firbung, gemessen an der Fiarbungs- 
intensitét einer Standardlésung von reinem Tryptophan bei Ein- 
haltung genau gleicher Versuchsbedingungen) alsbald abgesunken ist : 

a) Wenn wir, anstatt eine Lésung des nativen Proteins zu kolori- 
metrieren, dieselbe zuniichst einer weitgehenden tryptischen Verdauung 
unterworfen hatten. Dagegen blieb diese Erniedrigung des kolori- 
metrischen Titers aus, wenn der EiweiBkérper (Fibrin) einer ausgiebigen 
Pepsinverdauung (zu Wittepepton!) unterworfen oder etwa nur durch 
eine kurzdauernde Trypsinverdauung aus der koagulierten in eine wasser- 
lésliche Form iiberfiihrt worden war. Wir haben daraus den Eindruck 
gewonnen, daB das Absinken des kolorimetrischen Titers nicht sowohl 
an eine Zertriimmerung des intakten tryptophanhaltigen Proteinmolekiils 
gekniipft ist (denn eine solche volizieht sich ja zweifellos auch, wenn 
etwa Fibrin durch Pepsin- oder kurzdauernde Trypsinverdauung in 
ein Gemenge von leichtléslichen Polypeptiden tibergefihrt wird), viel- 
mehr an das Infreiheitsetzen des Tryptophans aus seinen Polypeptid- 
bindungen (also etwa nach MaBgabe, als das Tryptophan seine Aus- 
schalung durch den Eintritt der charakteristischen Bromreaktion kund- 
gibt, welche ja bekanntlich nur dem freien, nicht aber dem polypeptid- 
artig gebundenen Tryptophan eigentiimlich ist). 

b) Wir haben ferner ein Absinken des kolorimetrischen Titers 
beobachtet, wenn wir das Proteinmolekiil durch eine sehr langdauernde 
Alkalihydrolyse (sei es mit Kali- oder Natronlauge oder mit Baryt- 
wasser) weitgehend desintegriert hatten. Dagegen konnten Proteine 
in heiBer konzentrierter Alkalilauge gelést, ja sogar einige Zeitlang mit 
einer solchen erwiirmt werden, ohne daB der Abfall des kolorimetrischen 

19* 
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Titers bemerkbar wurde. Also auch hier scheint der Abfall des Titers 

nicht an den ersten Angriff des destruierenden Agens gekniipft, sondern 

wiederum erst an die Ausschdlung des Tryptophans aus seinem Gefiige 
e) Wird bei Ausfithrung der Voisenetschen Reaktion mit einer 
Kiweiblésung die gewéhnlich konzentrierte Salzsiure (spezifisches Ge- 
wicht 1,15) durch eine solche von noch héherem Konzentrationsgrad: 
ersetzt (spezifisches Gewicht 1,17 bis 1,19), so bemerkt man alsbald ein 
Absinken des kolorimetrischen Titers beim Kolorimetrieren gegen eine 
Standardlésung von reinem Tryptophan, wobei es ziemlich gleichgiiltig 
scheint, ob das Protein erst in Alkali gelést und sodann mit der konzen- 
trierten Saéure versetzt, oder aber direkt in der letzteren in der Kalte 
in Léisung gebracht wird. 

2. Nun wiirde ja die Sachlage zweifellos sehr an Klarheit und 
Kinfachheit gewinnen, wenn wir uns dabei beruhigen kénnten, dal 
iiberall dort, wo wir ein Absinken des kolorimetrischen Tryptophan- 
titers wahrgenommen haben, eben eine Schddigung oder Zerstérung des 
Tryptophans wirklich stattgefunden habe. 

Wie liegt die Sache nun im Falle a), bei der tryptischen Verdauung ‘ 
H Haben wir irgend einen triftigen Grund, um anzunehmen, daB® das 
Tryptophan dabei geschidigt werde!? S. Frankel und K. Gallia‘) haben 
kirzlich auf die Bildung von Anhydriden aus dem Tryptophan und 
Tyrosin bei der prolongierten tryptischen Verdauung hingewiesen. Die 
Moglichkeit struktureller Umlagerungen bei den auf mehrere Wochen 
ausgedehnten Versuchen muB sicherlich eingeriumt werden. Eine 
andere Frage aber ist es, ob sie wahrscheinlich sei. Eine tryptische 
Zerstérung des Tryptophans miiBte doch immer weiter fortschreiten. 
Anstatt dessen sehen wir beim Fibrin und Wittepepton immer wieder 
die Tendenz zur Einstellung auf ein bestimmtes Niveau zwischen 3 bis 
3,5 Proz. sowohl bei den Verdauungs- als bei den Alkalihydrolyseversuchen. 

Betrachten wir nun den Fall b), die Aydrolytische Alkalispaltung. 
Hier muB es doch in hohem Grade auffallig erscheinen, daB auch hier 
sorgfiltige Analysen bei fiinf verschiedenen Eiwei®kérpern (Fibrin. 
Wittepepton, Lactalbumin, Serumglobulin und Edestin) bei fort- 
gesetzter Barythydrolyse keine stetige Abnahme des kolorimetrischen 
Titers ergeben haben, vielmehr die Hinstellung auf ein bestimmtes Niveau. 
(Bei einem Protein, dem Casein, haben wir allerdings eine solche Ein- 
stellung vermiBt und haben wir die Voisenetwerte auf ein sicherlich 
viel zu tiefes Niveau absinken gesehen.) Haben wir tiberhaupt einen 
triftigen Beweis dafiir, daB das Tryptophan ohne weiteres von der 
Barytlauge angegriffen wird? Fiir reines Tryptophan wird dies von 
Onslow allerdings angenommen, nicht aber fiir Tryptophan bei Gegen- 


ary —_— 


1) S. Frdnkel und K. Gallia, diese Zeitschr. 134, 321, 1922. 
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wart von Produkten der EiweiBhydrolyse Wir selbst haben gesehen, 
daB Tryptophan bei Gegenwart von Gelatine selbst tagelanges Kochen 
mit Barytlauge vertrigt, und zwar auch bei weiterem Zusatz von 
Cystin und Tyrosin. Wir kénnen also nicht behaupten, daB sich irgend 
eins der gewéhnlichen hydrolytischen Eiweibspaltungsprodukte bei 
Gegenwart von Lauge in der Siedehitze etwa ohne weiteres mit dem 
Tryptophan unter Zerstérung des letzteren umsetze. 

Und noch ein Umstand, der hier vielleicht nicht bedeutungslos ist: 
Falls eine Zerstérung des Tryptophans durch das Alkali wirklich stattfindet, 
so ware doch wohl vor allem eine Abspaltung der Aminogruppe in Form von 
Ammoniak zu erwarten, demnach eine stetige Zunahme des ,,Séureamid- 
stickstoffs**. Nun liegt gerade aus jiingster Zeit eine sorgfaltige, im Laho- 
ratorium Th. B. Osbornes ausgefiihrte Untersuchung tiber den Situreamid-N 
des Gliadins vor'). Dieses Protein enthalt etwa ein Viertel seines Gesamt-N 
in Form von lockerem Séureamid-N. Es hat sich nun gezeigt, daB dieser 
Saéureamid-N schon durch Kochen mit sehr verdiinnten Alkalien im Verlaufe 
weniger Stunden abgespalten wird. Die Kurven (Zeit els Abszisse, Prozent 
NH, vom Gesamt-N als Ordinate) steigen steil auf, biegen dann horizontal 
um und verlaufen weiter horizontal. Wire das kochende Alkali [n NaOH 
oder 0,2n Ba(OH),] hier wirklich imstande gewesen, in kontinuierlicher 
Arbeit das Tryptophan oder eine andere Aminoséure unter Loslésung ihrer 
N H,-Gruppe zu zerstéren, so miiBten doch die Kurven, wenn auch langsam, 
so doch stetig ansteigen. ’ 

Eines bleibt allerdings immerhin méglich: die Sache kénnte so 
liegen, daB das einmal aus dem Polypeptidverbande herausgeléste Trypto- 
phan sich zwar leidlich resistent gegen die protrahierte Alkaliwirkung 
verhdlt, dap aber bei der Loslésung des Tryptophans aus dem Verbande 
das Tryptophan geschddigt oder doch derart umgelagert wird, dap sein 
Voisenettiter absinkt. Leider kann diese Méglichkeit vorderhand weder 
widerlegt noch bewiesen werden. Es bleibt eben nichts anderes ibrig, 
als sie einstweilen ad notam zu nehmen. 

3. Wir gelangen schlieBlich zur Erérterung des Falles c). Wie sollen 
wir die Tatsache verstehen, daB der kolorimetrische Titer, also der 
(wirkliche oder scheinbare) Tryptophangehalt eines Proteins, absinkt, 
wenn wir die Voisenetkolorimetrie anstatt mit der gewéhnlichen kon- 
zentrierten Salzsdure (spezifisches Gewicht 1,15) mit einer solchen von 
noch héherer Konzentration (spezifisches Gewicht 1,17 bzw. 1,19) aus- 
fiihren. 

Handelt es sich hier wirklich um eine Schddigung oder Zerstorung 
des Tryptophans ? Méglich wire dies ja immerhin, denn wir wissen ja, 
daB konzentrierte Salzsiiure Tryptophan nicht nur sehr schnell beim 
Erwiirmen, sondern langsam auch schon in der Kialte angreift. Weit 
plausibler diirfte aber folgende Erklarung erscheinen: 


1) H. B. Vickery, Journ. of biol. Chem. 58, 495, 1922. 
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Bercits in friheren Publikationen (vgl. insbesondere Fiirth und 
Laeben, LU, 8. 130ff.) hatten wir nachdriicklich auf die stérende Wirkung 
des Wassers auf die Voisenetsche Reaktion hingewiesen und die Tat 
sache, daB die absolute Intensitat der Farbungsintensitat mit zunehmender 
Salzsdurekonzentration zunimmt, auf diesen wichtigen Umstand zuriick- 
gefiihrt. 


Als eine bisher nicht beachtete Tatsache méchten wir aber nun- 
mehr auf folgendes Faktum hinweisen: Wird mit einer reinen Trypto- 
phanlésung die Voisenetreaktion ausgefiihrt und die intensiv violette 
Flissigkeit allmahlich mit Wasser verdiinnt, so wird, wie bereits be- 
schrieben, die Farbung immer schwiicher werden, und zwar nicht etwa 
nur nach MaBgabe der effektiven fortschreitenden Verdiinnung, sondern 
in viel schnellerem Tempo, derart, daB bereits nach einem maBigen 
Wasserzusatz die Fiarbung nicht nur abgeschwiicht, sondern voll- 
standig verschwunden ist. 


Wiederholen wir nun aber diesen Versuch mit einer Lésung nicht 
von freiem, sondern von im Eiweifmolekiil gebundenen Tryptophan und 
versetzen wir. nunmehr hinterher die schén dunkelviolette Lésung 
mit Wasser, so wird uns sogleich auffallen, daB das Abblassen der 
Firbung nunmehr lange nicht so schnell fortschreitet wie beim Versuche 
mit einer reinen Tryptophanlésung. Es sieht so aus, als wenn das vor- 
handene EiweiB gewissermaBen als ,,Schutzkolloid’* wirken und den 
blauen Farbstof{f vor der desintegrierenden Wirkung des Wasserzusatzes 
schiitzen wiirde. 

Denken wir nun auf Grund dieser Wahrnehmung logisch weiter 
und stellen wir uns folgende Frage: Wir hiitten ein und dieselbe Trypto- 
phanmenge, das eine Mal jedoch a) in freiem, das andere Mal b) in 
gebundenem Zustande, beidemal aber trocken. Wir setzen mit beiden 
Proben die Voisenetreaktion unter Anwendung hochkonzentrierter 
Salzsiure an: beide Proben werden dieselbe Farbungsintensitat geben. 
Was wird nun aber geschehen, wenn wir beiderseits etwas Wasser 
hinzufiigen und dadurch die Salzsiiure verdiinnen’ Die Lésung des 
freien Tryptophans a) wird merklich abblassen. Bei der Lésung b) 
dagegen wird das EiweiB als ,,Schutzkolloid“ wirken und die Farbung 
vor dem Abblassen schiitzen. Die Folge wird sein, da8 nunmehr a) 
heller erscheint als b). Wenn wir aber von diesem Umstande keine 
Kenntnis haben und etwa unter Anwendung von a) als Standard die 
relative Menge des Tryptophans in b) auszuwerten versuchen, so werden 
wir irregefiihrt werden und die Menge des in der EiweiBbindung befindlichen 
Tryptophans iiberschdtzen. Denn der Wasserzusatz hat die Farbung 
des Standards in héherem MaBe zum Abblassen gebracht als die Farbung 
der tryptophanhaltigen Proben. 
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Genau das gleiche wird aber geschehen, wenn wir von vornherein 
eine nur mabig konzentrierte Salzsiure (etwa spezifisches Gewicht 1,15) 
verwenden: Da der Wassergehalt derselben die Standardprobe in héherem 
Grade beeintrdchtigt als die tryptophanhaltige Eiweiflésung, wird uns 
der Tryptophangehalt der Probe héher erscheinen als er tatsiichlich ist. 

Arbeiten wir aber mit hochkonzentrierter Salzsiiure (etwa einer 
solchen vom spezifischen Gewicht 1,19), so wird diese Irrefiihrung 
unterbleiben. 

Wenn wir also z. B. beim Fibrin, sobald wir die Reaktion mit 
der schwécheren Salzsiiure angesetzt haben, etwa 5 Proz. Tryptophan 
finden, wenn wir mit hochkonzentrierter Salzsiiure arbeiten, aber etwa 
nur 3 bis 4 Proz., und wenn wir den gleichen niederen Wert finden, 
wenn wir das Tryptophan vor Ausfihrung der Voisenetbestimmung 
durch Verdauung oder Alkalihydrolyse aus seiner kolloiden Bindung 
ausgeschaltet haben, so miissen wir uns schlieBlich fiir einen dieser 
beiden Werte entscheiden. Denn beide zugleich kénnen ja nicht richtig 
sein! Da scheint es uns immerhin viel wahrscheinlicher, daB der hohe 
Tryptophanwert sozusagen eine optische Tduschung bedeutet, als daB. 
das Tryptophan durch die Einwirkung der hochkonzentrierten Salz- 
siiure oder bei seiner Ausschiilung aus seiner kolloidalen Bindung durch 
die dauernde Einwirkung des kochenden Alkalis oder der Verdauung 
in so groBem Umfange zerstért worden sei. 

Wir sind also mit Hilfe der Voisenetmethode, welche allen anderen 
Methoden gegeniiber den groBen Vorzug der absoluten Spezifizitdt 
aufweist, zwar imstande, mit Bestimmtheit zu sagen, wieviel Trypto- 
phan man durch Alkalispaltung oder Verdauung aus einem Protein 
abspalten kann. Wir kénnen aber nicht mit voller GewiBheit die Méglich- 
keit leugnen, daB das native Protein noch mehr enthalten kénnte und 
daB eben nur ein Teil des Tryptophans der Zerstérung entgeht, ein 
anderer Teil aber zugrunde geht. Wahrscheinlicher allerdings scheint 
uns die Annahme, daB dies nicht der Fall ist und daB es mit den niederen 
Zahlen seine Richtigkeit habe, wihrend die héheren Zahlen durch eine 
(unvermeidliche und durch komplizierte physikalisch-chemische Mo- 
mente bedingte) sozusagen ,,optische’* Tauschung bedingt seien. 

Volle GewiSheit wird und kann uns der Natur der Sache gemal 
erst dann werden, wenn wir die Voisenetmethode etwa durch eine 
fundamental verschiedene Methode werden kontrollicren kénnen, die 
das Tryptophan auch in dem Verbande des EiweiBmolekiils zu fassen 
vermag. — Die Methode von Folin-Looney freilich kann uns diesen 
AufschluB nicht geben, denn sie betrifft ja eben nur jenes Tryptophan, 
welches nach langdauernder Barytspaltung erhiiltlich ist. Auf das 
im EiweiB gebundene Tryptophan dagegen ist sie nicht anwendbar. 
In bezug auf dieses durch Baryt abspaltbare Tryptophan besteht auch 
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heute ja kein Zweifel mehr, da in dieser Hinsicht die nach Folin- Looney 
und die nach unserer Voisenetmethode erhaltenen Werte durchaus mit - 
einander tibereinstimmen. 

Jedoch noch ein anderer Umstand mu uns zu grober Vorsicht 
in der Verwertung der nach Folin- Looney gewonnenen Werte bei Protein- 
hydrolysaten mahnen. 

Der eine’) von uns hat in einer vorangehenden Abhandlung') aus- 
fiihrlich darauf hingewiesen, daB bei der Tyrosinbestimmung mit dem 
Folinschen Phenolreagens in EiweiBhydrolysaten keine einfache Pro- 
portionalitat zwischen der erzielten Fdrbungsintensitdt und dem reagieren- 
den Substrate besteht, wie dies iibrigens schon friiher von Gortner und 
Holm*) fir die kolorimetrische Tyrosinbestimmung nach Folin und 
Denis dargetan worden ist. 

Ein ganz analoger Mangel an Proportionalitdl zwischen der erzielten 
Fdrbungsintensitat und der Menge des reagierenden Substrats machte 
sich nun auch bei der Tryptophanbestimmung in Proteinhydrolysaten 


bemerkbar. Z. B. 


Wittepepton wurde unter genauester Einhaltung der Vorschriften von 
Folin und Looney verarbeitet. Nun hei®t es (1. c., 8. 430) in bezug auf das 
entsprechend vorbehandelte Hydrolysat: 

» Transfer from 1 to 8 cem to a centrifuge tube graduated at 10 cem*’... 
Wir haben nun verschiedene Proben angesetzt: a) mit 2 cem, b) mit 4 ccm, 
c) mit 8eem des betreffenden Hydrolysates und haben die Bestimmung 
genau nach der Vorschrift der Autoren zu Ende gefiihrt. 

Wird die erzielte Firbungsintensitat der Probe a) = | gesetzt, so ergab 
sich fiir: 

eae mes tt te ek ee ke 
i PE Sa a SOYA YS OR 


Bei geringeren absoluten Tryptophanmengen scheint allerdings die 
Proportionalitat eine bessere zu sein, doch erschwert dann wieder die allzu 
geringe Intensitét der Farbung die Kolorimetrie. 


IX. Empfohlener Vorgang zur Tryptophanbestimmung in Proteinen. 


Die auBerordentlich groBen Schwierigkeiten, die sich einer exakten 
Tryptophanbestimmung in Proteinen entgegenstellen, gehen aus den 
vorstehenden Erérterungen zur Geniige hervor. Wenn wir im folgenden 
einen Vorgang empfehlen, so geschieht es im vollen BewuBtsein, dab 
es in diesem Falle darauf ankommt, wie eingangs gesagt, von ver- 


1) O. Fiirth, Kritisches und Experimentelles tiber die Ermittlung des 
Tyrosingehaltes von Proteinen. J. Warkany, III. Die Bestimmung nach 
Folin-Looney. Diese Zeitschr. 146, 268, 1924. 

*) R. A, Gortner and G. E. Holm, The colorimetric estimation of Tyrosine 
by the Method of Folin and Denis. Journ. of the Amer. Chem. Soc. 42, 
1673, 1920. 
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schiedenen Ubeln das kleinste zu wahlen, und daB die so erzielten 
Resultate einer weiteren Verbesserung bediirftig und gewiirtig sind. 

Indem wir im ganzen bei dem von dem einen von uns gemeinsam 
mit Lieben und Nobel angegebenen Vorgange bleiben!) und es vor- 
ziehen, die Proteine schonend in Alkali zu lésen und direkt der Voisenet - 
bestimmung zu unterziehen, anstatt sie erst der Barytspaltung zu 
unterwerfen, die Tryptophanfraktion sodann erst abzutrennen und zu 
kolorimetrieren, bemithen wir uns zuniichst, eine Hauptfehlerquelle 
auszuschalten, nimlich den ,,Wasserfehler. Wir vergleichen nicht, 
wie wir dies friiher getan haben, bei der Voisenetschen Reaktion den 
Eiweipkérper einerseits, eine Tryptophan-Standardlésung andererseits, 
denn dabei wird das in der angewandten Salzsiiure, wofern wir nicht 
ganz konzentrierte Salzsiure verwenden, enthaltene Wasser, wie wir 
gesehen haben, zu einer ,,optischen Tiuschung fihren und uns den 
Tryptophangehalt der Proteine gréBer erscheinen lassen, als es tat- 
siichlich ist. Wir verwenden lieber eine Lésung von Hammarstenschem 
Casein, das wir mit einem Tryptophangehalt von 1,7 Proz. bewerten 
(effektive Maximalausbeute von Hopkins und Cole 1,5 Proz., von 
Dakin 1,7 Proz., Mittel aus den Bestimmungen von Folin und Looney 
1,54 Proz., von Fiirth, Nobel und Lieben 2,0 Proz., Komm und Béhringer 
2,2 Proz.). Selbstverstindlich ist auch dies nur ein weiterer Korrekturen 
gewirtiger Niherungswert. Das gilt natiirlich nur dort, wo wir in einem 
Protein den EiweiBgehalt bestimmen wollen. (Dort, wo es sich um die 
Bestimmung von freiem Tryptophan handelt, mu8 man _ unbedingt 
auch eine Standardlésung von freiem Tryptophan verwenden, wenn 
man nicht wiederum einen ,,Wasserfehler begehen will.) 

Wird die Farbenreaktion zweier HiweiBstoffe als solcher, z. B 
Wittepepton, direkt miteinander verglichen, so gelangt man zu einer 
bestimmten Relation, z. B. 

Wittepepten : Casein = 4,2: 1,7 = 2,47. 
Annihernd dieselbe Relation (vgl. Versuche Ile und IVm) ergibt sich 
aber auch, wenn man die Barythydrolysate dieser Proteine miteinander 
vergleicht : 

Wittepepton : Casein = 4,4: 1,64 = 2,68. 
Wir haben also keinen Anhaltspunkt dafiir, vom ,,Wasserfehler™ ab- 
gesehen, die Wirkung auxochromer oder hemmender Einfliisse hier 
allzu hoch zu veranschlagen. 

Zur Tryptophanbestimmung in Proteinen empfehlen wir nun 
folgenden Vorgang: 


1) O. Fiirth und Nobel, diese Zeitschr. 109, 103, 1920; O. Firth und 
Fr. Lieben, ehbendaselbst, 8. 124. 
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Zur Bereitung einer Standardlésung verwenden wir 24 Stunden 
lang bei 80° getrocknetes Casein nach Hammarsten') als einen relativ 
reinen, chemisch cinheitlichen und leicht erhiltlichen Eiwei8kérper, 
der in besug auf seinen Tryptophangehalt ausreichend studiert ist. 
Dasselbe wird in einer 30proz. Lésung von Kaliumhydroxyd (mit 
Alkohol gereinigt) zu 5 Proz. in der Kilte gelést. Der Tryptophan- 
gehalt einer derartigen Lésung wird mit 0,085 Proz. bewertet 
(5 = 0,017 Proz.). 

In ganz analoger Weise wird eine 5proz. Lésung des zu unter- 
suchenden Proteins bereitet. Die meisten Proteine lésen sich bei mehr- 
tagigem Stehen mit 30proz. Kalilauge in der Kite. Sollte dies aus- 
nahmsweise nicht der Fall sein, so fihrt kurzdauerndes Erwiirmen, 
das nicht linger als eben nétig fortgesetzt wird, zum Ziele. 


Die Ausfihrung der Voisenetreaktion erfolgt dann in gewohnter 
Weise: 2ccm Standardcasein bzw. der EiweiBlésung werden in ein 
25 cem fassendes graduiertes Reagenzglas mit einer Pipette eingemessen 
und mit einem Tropfen 2,5proz. Formaldehydlisung versetzt. Nach 
Umschiitteln fiigt man 15ccem reiner konzentrierter Selzsiure (etwa 
spevifisches Gewicht 1,175) hinzu und mischt durch Umschiitten in ein 
zweites Reagenzglas. Nach einer Wartezeit von 10 Minuten fiigt man 
10 Tropfen einer 0,05proz. Natriumnitritlésung hinzu, fillt mit der 
konzentrierten Salzsiure auf 20 ccm auf. Man iiberzeugt sich durch 
Schitzung mit freiem Auge, ob bei Mehrzusatz von einem Tropfen der 
Nitritlésung noch eine Verstiirkung der Firbung eintritt, und fahrt, 
wenn ndétig, mit dem tropfenweisen Zusatz des Nitrits fort, bis man 
keine Zunahme der Firbung mehr wahrnimmt. Dann filtriert man 
die beiden gefirbten Lésungen (Standard-Caseinlésung und die zu 
bestimmende Proteinlésung) durch trockene gehirtete Filter (Schleicher 
und Schill) zum Zwecke der Beseitigung der reichlich abgeschiedenen 
Kaliumchloridfallung und ibertrigt die beiden Flissigkeiten in die 
Trége des Dubosqkolorimeters. [Eigens angefertigte Trége (vgl. Fiirth 
und Nobel, diese Zeitschr. 109, 112) sind unerléBlich, bei denen die zu 
kolorimetrierende Fliissigkeit ausschlieBlich mit Glas, keinesfalls aber 
mit Metall in Bertthrung kommt!] Man unterlasse es nicht, nachdem 
die kolorimetrischen Ablesungen ausgefiihrt worden sind, noch je einen 
Tropfen Nitritlésung der in den Trégen befindlichen Flissigkeit hinzu- 
zufiigen und sich nach Umrihren mit einem Stiabchen davon zu 
iiberzeugen, ob die Farbungsintensitat bereits wirklich eine maximale 
gewesen ist. 


1) Es sei hier daran erinnert, daB das Casein beim Trocknen schon 
bei 80° einen nicht auf Wasserverlust zu beziehenden Gewichtsverlust 
erleidet (vgl. Abderhaldens Biochem. Handlex. 4, 104 und 113. 
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Wir lassen schlieBlich einige mit Hilfe des beschriebenen Ver- 
fahrens ermittelte Zahlenwerte nebst einigen Vergleichsdaten folgen: 





Fiirthu. Fiirth u. Kiyo- Folin u. Komm u. Ide) May u. 
Dische Lieb n taki ') Looney Bohringer Rose 
Proz. Proz Proz. Proz. Proz Proz. Proz 


Wittepepton. . . 0 53 _ 3,03 5,3 
Serumglobulin . . 3, 44 4,0 2,28 -- 
Serumalbumin. . i 13 14 — 

Edestin ..... . 3,0? _- 140 
Ovalbumin . ; . 2.3—2.6 — 1,23 
Gelatine. . rea 0 — 0 


Wir hoffen durch weitere Untersuchungen die in bezug auf diese 
und andere Proteine in der Literatur vorliegenden widersprechenden 
Angaben erginzen und berichtigen zu kénnen. 


Zusammenfassung, 


1. Die Loslésung des Tryptophans aus seinem Molekularverbande, 
sei es durch weitgebende tryptische Verdauung, sei es durch lang- 
dauernde Alkalihydrolyse, nicht aber die Zertriimmerung des Protein- 
molekiils als solche in gréBere Bruchstiicke, wie sie sich bei der peptischen 
Verdauung oder bei kurzdauernder Alkalieinwirkung vollzieht, bewirkt 
ein Absinken des kolorimetrischen Voisenettiterse (d. h. der relativen 
Intensitét der Farbung, gemessen an der Firbungsintensitit einer 
Standardlésung von reinem Tryptophan bei Ausfiihrung der Voisenet- 
reaktion unter Einhaltung genauer Versuchsbedingungen). 

2. Dieses Absinken des kolorimetrischen Titers scheint nicht in 
erster Linie durch eine Zerstérung des Tryptophans als solche bedingt 
zu sein. Wenngleich das Tryptophan fiir die tryptische Verdauung 
und fiir die Alkalihydrolyse nicht véllig unempfindlich ist, so fanden 
wir dasselbe doch (in Ubereinstimmung mit den Angaben von Herzjeld, 
Miss Homer und Onslow) insbesondere gegeniiber der Barythydrolyse 
bei Gegenwart von Eiwei®spaltungsprodukten sehr widerstandsfahig. 
Auch bei protrahierter Verdauungs- oder Alkalihydrolyse besteht im 
allgemeinen die Tendenz zur Einstellung des Tryptophantiters auf ein 
bestimmtes Niveau. 

3. Das Absinken des kolorimetrischen Titers unter den obigen 
Bedingungen diirfte in erster Linie durch den ,,Wasserfehler* bedingt 
sein: die absolute Intensitét der Voisenetfirbung hingt bei einer 
Lésung von freiem Tryptophan in hohem Grade von der Konzentration 
der angewandten Salzsiiture ab, wihrend im Verbande des Eiweip- 
molekiils befindliches Tryptophan in weiten Grenzen diesbeziiglich von 

') U. Kiyotaki, diese Zeitschr. 184, 322, 1922. 

*) T. Ide (Kinderklinik, Wien), Zeitschr. f. ges. exper. Med. 24, 190, 1921. 
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der Konzentration der angewandten Salzsiure unabhangig ist. Wird 
daher eine EiweiBlésung mit einer Standardlésung von freiem Trypto- 
phan verglichen, so driickt der ,,Wasserfehler“ die Intensitaét der 
Voisenetfarbung in der Standardprobe stirker herab als in der Protein- 
probe, was eine Uberschdtzung des Tryptophangehalies der letzteren zur 
Folge hat. 

4. Zur Vermeidung dieses Wasserfehlers empfiehlt es sich, bei der 
Tryptophanbestimmung in Proteinen mit Hilfe der Voisenetreaktion 
sich keiner Standardlésungen von freiem Tryptophan zu_bedienen, 
vielmehr die Lésung eines EiweiBkérpers von bekanntem Tryptophan- 
gehalt als Standardlésung zu verwenden. Wir haben als solche das 
Casein nach Hammarsten, dessen Tryptophangehalt mit 1,7 Proz. ver- 
anschlagt wurde, in einer 5proz. Lésung in 30proz. Kalilauge verwendet. 
Die zu untersuchenden EiweiBkérper wurden direkt in ebensolcher 
Lauge bei Zimmertemperatur und nur, wenn nétig, durch kurzdauerndes 
Erwirmen zu 5 Proz. gelést. 

5. Eine solche direkte Bestimmung in alkalischer Lésung, wie sie 
auch schon frither von Fiirth und Lieben empfohlen worden ist, ist der 
Bestimmung des freien Tryptophans in alkalischem H ydrolysat (protra- 
hierte Barytspaltung), wie sie von Folin und Looney vorgeschlagen 
wird, vorzuziehen. Das auf der Anwendung des Phenolreagens basierende 
kolorimetrische Verfahren dieser Autoren erscheint fir EiweiShydro- 
lysate schon insofern wenig geeignet, als hier keine einfache Proportio- 
nalitat zwischen der Konzentration des reagierenden Substrats und der 
entwickelten Farbenintensitaét besteht und als, wie Gortner und Holm 
(l.c., S. 1692) gezeigt haben, EiweiBhydrolysate anscheinend auber 
Tyrosin und Tryptophan noch andere Bestandteile enthalten, die mit 
dem Phenolreagens blaue Firbungen erzeugen. 
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Zur Frage des Vorkommens, der 
autolytischen Neubildung sowie der physiologischen Bedeutung 
der Milchsiure in pflanzlichen Geweben. 


Von 
Rudolf Flury (Ziirich). 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Wiener 
Universitat. ) 


(Eingegangen am 2. Februar 1924.) 


Der Umstand, daB gerade die Forschungen des letzten Dezenniums 
der Milchsiiure sozusagen eine zentrale Stellung in den Problemen des 
Kohlehydratabbaues in tierischen Geweben zugewiesen haben, |abt 
eine Revision der Frage erwiinscht erscheinen, welche Rolle denn 
eigentlich die Milchsiure im pflanzlichen Organismus spiele. Wir 
wissen lingst, daB die Fahigkeit zu vitaler und postmortaler Milchsiure- 
bildung nicht etwa ein Vorrecht der Muskelzelle bildet, sondern héchst - 
wahrscheinlich zu den allgemeinen Grundeigenschaften der tierischen 
Zellen gehért, wenngleich das AusmaB der Milchsiurebildung auber- 
ordentlich groBen Verschiedenheiten unterliegt. Da driangt sich denn 
die Frage auf, ob denn nicht vielleicht gleiches fir die pflanzlichen 
Zellen gelte und ob diese nicht auch, ahnlich den tierischen, befahigt 
seien, aus einer kohlehydratartigen Vorstufe, einem ,,Lactacidogen”, 
Milchsiure zu produzieren. Die Frage erscheint um so mehr berechtigt, 
als die alteren Methoden des Nachweises und der Bestimmung der 
Milchsiure héchst mangelhaft waren und als kleine Milchsiuremengen 
mit Hilfe derselben schwerlich erkannt, geschweige denn bestimmt 
werden konnten. DaB die hier gemeinte Milchséurebildung von dem 
altbekannten Vermégen vieler Mikroorganismen, Zuckerarten zu in- 
aktiver Milchsiure zu vergdren, grundverschieden ist, bedarf keiner 
besonderen Erérterung. 


Die Frage einer allgemein physiologischen Bedeutung der Milchsiiure 
in pflanzlichen Geweben ist seinerzeit von Stoklasa') (Prag) aufgerollt 


1) J. Stoklase, Centralbl. f. Bakteriol. u. Parasitenkunde Il, 18, 86; 
Chem. Centralbl. 1905, I, 37; Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 22, 460, 1904; 
Chem. Centralbl. 1905, I, 265; Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 303, 1907. 
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worden. Derselbe stie8 bei seinen Versuchen zur Isolierung garungserregen- 
der Enzyme aus dem Pflanzenorganismus in zymasehaltigen Fraktionen 
auf ein Enzym (,,Lactolase‘‘), welches Milchsdurebildung hervorruft. Dieselbe 
soll sowohl bei normaler als auch bei anaerober Atmung vorkommen und 
eine der Fundamentalerscheinungen des Stoffwechsels bedeuten. Beim 
Studium der chemischen Bilanz der anaeroben Atmung wurde festgestellt, 
daB8B mehr von der vorhandenen Zuckerart zersetzt wurde, als der theo- 
retischen Bildung von Alkohol und Kohlenséure entsprach, da die Aciditat 
der Lésung nach langerer Garung anstieg, und daB diese Aciditaétszunahme 
von Milchséiurebildung herriihre. Stoklasa hat weiterhin gefunden, daB 
bei der mikroorganismenfreien anaeroben Atmung von Zuckerriiben, Gurken, 
Kartoffeln und Erbsen auBer den Hauptprodukten Alkohol und Kohlensiure 
eine gewisse Menge Milchsiiture (durch Zinklactat identifiziert) entsteht. 
Aus Pflanzensiften gewonnene Rohenzyme bewirkten in Glucoselésungen 
bei Toluolzusatz neben alkoholischer Giirung auch das Auftreten von 
Milchséure. 

G. Muenck') (im Rostocker pharmakologischen Institut) erhielt durch 
Extraktion zerkleinerter Lupinensamen mit physiologischer Kochsalzlésung 
unter Zusatz von Toluol ein aus Stirke Milchsiiure bildendes Ferment. 
Die siurebildende Kraft dieses Enzyms war eine sehr groBe. Das Enzym 
erwies sich befahigt, auBer aus Glucose auch aus Galaktose, Maltose, Rohr- 
zucker, Glykogen und Starke Milchsiure zu bilden. 

AuBer diesen Angaben finden sich in der Literatur noch sporadische 
Gelegenheitsbeobachtungen tiber die Auffindung von Milchsiure in pflanz- 
lichen Produkten und Drogen der verschiedensten Art. So im Sauerkraut 
und den sauren Gurken, im Heu, im Opium, Mutterkorn und in Tama- 
rinden, in Morcheln und im Tausendgiildenkraut?). Diese Milchséure ist 
ohne weiteres als gewéhnliche Giarungsmilchsiure bezeichnet worden, 
trotzdem meist angesichts der kleinen Mengen von einer exakten Unter- 
scheidung derselben von Fleischmilchsiure gar keine Rede sein konnte. 


Ich habe bei meinen eigenen Versuchen, ankniipfend an Befunde 
von Fiirth und Lieben*), meine Aufmerksamkeit zuniichst der Hefe 
zugewandt. 

Die Genannten haben gelegentlich ihrer Untersuchungen tiber 
Milchséurezerstérung durch Hefe gefunden: (Versuch 1) frische Preb- 
hefe mit dem sechsfachen Volumen Leitungswasser nach eintigigem 
Stehen bei Zimmertemperatur 0,12 Proz. Milchsiiure. — (Versuch 2) 
Acetonhefe aus frischer PreBhefe nach Buchners Vorgange dargestellt : 
0,15 Proz. Milchsiure. — (Versuch 3) wie Versuch 1: 0,23 Proz. Milch- 
siure. — (Versuch 9) ganz frische Hefe 0,06 Proz. Milchsiure. 

Recht auffallend war eine einmalige Beobachtung, wo eine Acetonhefen- 
suspension, mit Milchséure versetzt, bei Luftdurchleitung (Versuch 6) 
anstatt der erwarteten Milchsiurezerstérung anscheinend eine erhebliche, 


weit auBerhalb der Fehlergrenzen der Methode gelegene (Doppelbestim- 
mungen!) autolytische Milchsdureneubildung ergeben hatte. 





1) G. Muenck, Landwirtsch. Versuchsstat. 85, 393, 1914; Chem. Cen- 
tralbl. 1915, I, 163. 

*) Vgl. die Literaturangaben im Biochem. Handlexikon 2, 1057, 1911. 

3) O. Firth und F. Lieben, diese Zeitschr. 128, 145, 1922. 
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Ankniipfend an diese Beobachtung habe ich aus einer Portion frischer 
Hefe trockene Acetonhefe dargestellt (Vorgang: Fiirth-Lieben, |. c., S. 153). 
Es wurde nunmehr ein Schiittelkolben mit 50g frischer Hefe (enthaltend 
13,2 g Trockensubstanz) und 470 ccm Leitungswasser, der andere Schiittel- 
kolben mit 13,2 g trockener Acetonhefe und 500 ccm Leitungswasser be- 
schickt, ein gleichmaBiger Luftstrom durchgeleitet und die entweichende 
Kohlensiéure in drei Vorlagen mit 500, 200 und 100cem n/5 Ba(OH), auf- 
gefangen. Die Acetonhefe hatte nach siebenstiindiger Schiittelung 0,38 g 
CO,, die frische Hefe 1,34 g CO, entwickelt. Die Milchsiurebestimmung, 
nach AbschluB des Vorganges nach dem Verfahren von Fiirth und Lieben 
(l. ce.) durechgefiihrt, ergab in der Acetonhefe 0,20 Proz. Milchséure (auf 
frische Hefe umgerechnet), in der frischen Hefenportion aber ein negatives 
Resultat. 

Bei einem weiteren analogen Versuche wurde in jeden der beiden 
Schiittelkolben eine genau bekannte Menge Milchséure (0,220 g in Form von 
Lithiumlactat) zugesetzt. (Die Acetonhefe war nach dem Vorgange von 
Buchner, Rapp und Albert bereitet worden.) Diesmal erwies sich die Aceton- 
hefe in bezug auf die Atmungstatigkeit recht aktiv: CO,-Produktion nach 
8 Stunden Luftschiittelung 1,03 g CO, gegeniiber 1,25 g¢ der Parallelprobe 
mit frischer Hefe. Die Milchsiurebestimmung in der Acetonhefenprobe 
ergab nunmehr 1,194 g Milchsiure, d. i. 88 Proz. des Ausgangswertes, also 
eine geringe Abnahme, jedenfalls keine Neubildung. 

Ein dritter analoger Versuch unter Zusatz einer gréBeren Milchsiure- 
menge (4,73 g) ergab nach siebenstiindiger Luftschiittelung fiir die Acetonhefe 
0,63 g CO,-Produktion und 4,04 g Milchsiure, d. i. 86 Proz. des Anfangs- 
wertes; fiir die intakte Hefe 1,20g CO,-Produktion und 3,36g Milchsiure, 
d. i. 76 Proz. des Anfangswertes, also wiederum eine maéBige Zerstérung. 
Es ist mir also nicht gelungen, den eingangs erwihnten Versuch einer Mtch- 
sdurebildung durch Acetonhefe zu reproduzieren. 


Nun kénnte es ja sein, daB gerade die Hefe fiir das Studium dieser 
Vorgiinge wenig giinstig wire, da die ,,Zymase* iiber die ,,Lactolase“ 
Stoklasas gerade hier allzusehr iiberwiegt. Ich habe daher in bezug auf 
die Fahigkeit pflanzlicher Gewebe, autolytisch Milchsiure zu bilden, 
einige Stichproben ausgefiihrt, und zwar wiihlte ich: a) Spinat, als 
Beispiel griiner Pflanzen; b) Kartoffeln, als Beispiel kriftig kohlehydrat- 
speichernder Knollen; c) Lupinen, als kohlehydratspeichernder Samen, 
denen von Muencke, |. c., ein besonders kriiftiges Milchsiurebildungs- 
vermégen zugeschrieben worden ist. 

Was die Methode betrifft, hielt ich mich an jenen Vorgang, den 
Firth und Lieben (1. c., 8. 149) fiir die Milchsiiurebestimmung in Hefe- 
suspensionen angewandt hatten: 

Je 50 g des zerkleinerten Pflanzengewebes wurden untersucht, und 
zwar «) frisch, 6) nach 100stiindiger Autolyse bei 90° mit 250 ccm 
Leitungswasser unter Zusatz von Toluol (etwa 5 Proz.), y) nach 100stiin- 
diger Autolyse bei 40° unter reichlichem Toluolzusatz in einer fir 
Milchsiiurebildung optimalen Puffermischung. Als solche wihlte ich, 
dem Vorgange Meyerhofs entsprechend, eine 2,4proz. Lésung von 
Dinatriumphosphat. 




















R. Flury: 





Im tibrigen befolgte ich genau den Vorgang von Fiirth und Lieben: 
Die Suspension wurde nach Beendigung des Versuches mit Ammon. 
sulfat gesittigt, ein aliquoter Teil durch ein trockenes, mit Kieselgur 
beschicktes Faltenfilter filtriert und nach Zusatz von 1/1) Vol. 50proz. 
Schwefelséure quantitativ mit Amylalkohol ausgeschiittelt (fiinfmal): 
die Milchsiure wurde aus diesem portionenweise in 2proz. Natrium- 
carbonatlésung tibergefihrt. Die Na,CO,-Lésung, welche die gesamte 
Milchsiure aufgenommen hatte, wurde zur Vertreibung des Amyl- 
alkohols nach Zusatz von Dimethylamidoazobenzol mit Wasserdampf 
destilliert, schlieBlich der Milchsiurebestimmung nach Fiirth-Charnass 
unterworfen. 
Ich teile die Resultate: Gramm Milchsiure bezogen auf 1 kg 
Trockensubstanz, tabellarisch mit : 





Nach 100stiindiger Autolyse 


ee Set 


Frisch 
in Wasser | in Puffermischung 





a. 


itis wd 263 1,2 1,7 1, 
re 05 09 1,4 
OE 05 08 0,8 

Wie ersichtlich, sind die Mengen Milchsiure, um die es sich hier 
handelt, sehr gering. Es wird dies ohne weiteres ersichtlich, wenn man 
3 sich z. B. vergegenwartigt, das Laguer in Froschmuskeln nach zwei- 

i | stiindigem Verweilen bei 45° Milchsiurewerte von 0,34 bis 0,45 Proz., 
4 in 2proz. NaHCO,-Lésung aber solche von 0,56 bis 0,80 Proz. erhalten 
hat. O. Meyerhof hat in obiger Puffermischung Werte von 0,8 bis 
1,2 Proz. erzielt. Jedoch auch in anderen tierischen Organen ist eine 
ausgiebige autolytische Milchsiurebildung kaum je vermiBt worden. 
Die angefiihrten Werte beziehen sich auf frische Muskeln und miissen, 
auf Trockensubstanz bezogen, aber mindestens vervierfacht werden. 

Stoklasa hat nun freilich zuweilen weit héhere Werte gefunden: 
z. B. fir Riiben 3,2 g, fiir Erbsen 2,4 g, fir Gurken 8,2 g Milchsiure 
in 1000 g Trockensubstanz. Aber abgesehen davon, daB die Technik 
der Milchsiurebestimmung zur Zeit als Stoklasa seine Bestimmungen 
ausgefiihrt hatte, noch durchaus nicht so weit ausgebildet war, um 
kleine Milchsiuremengen auch nur einigermaBen richtig bestimmen zu 
kénnen, sind vielfach Zweifel geltend gemacht worden, ob nicht diese 
Resultate durch Mitwirkung von Bakterien getriibt worden seien. 
(Vgl. diesbeziiglich die kritischen Erérterungen von Fiirth, Probleme der 
physiologischen und pathologischen Chemie, II, 8. 323 ff., 1913.) 

Wir sind auch heute noch nicht in der Lage, mit Bestimmtheit 
angeben zu kénnen, ob derartige minimale Werte, wie sie bei obigen 
Analysen resultierten, wirklich auf Milchsiiure und nicht etwa auf 
irgend eine andere Substanz zu beziehen seien, die in Spuren Aldehyd 
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oder eine andere bisulfitbindende Substanz liefert. Noch weniger 
aber kénnen wir entscheiden, ob die kleinen Milchsiuremengen, falls 
sie wirklich vorhanden sind, ,,physiologische’, also Fleischmilchsiure 
oder inaktive Gdrungsmilchsdéure seien. Selbstverstandlich ist nur die 
erstere fiir das uns interessierende Problem von Bedeutung. DaB in 
kohlehydratreichen Pflanzenteilen sich unter Umstinden (wie das ja 
in grobem MaBe bei der Garung des Sauerkrautes der Fall ist) unter 
der Mitwirkung von Géarungserregern Milchsiure bilden kénne, be- 
zweifeln wir natiirlich nicht im geringsten. Die Uberzeugung aber, 
daB ein ,,Lactacidogen“, analog wie in tierischen Zellen, auch in pflanz- 
lichen Geweben eine physiologisch bedeutsame Rolle spiele, vermochten 
wir zum mindesten aus unseren Versuchen nicht zu gewinnen. 


Zusammenfassung. 

Bei der Untersuchung einiger Stichproben pflanzlicher Zellen 
(Hefe, Spinat, Lupinen, Kartoffeln), teils frisch, teils bei Toluolautolyse 
mit und ohne Zusatz von Phosphatpuffermischung, ergab sich kein 
sicherer Anhaltspunkt dafiir, daB ein Analogon des _,,Lactacidogens* 
auch in pflanzlichen Geweben, ahnlich wie in tierischen, eine physio- 
logisch bedeutsame Rolle spiele. 


Biochemische Zeitschrift Band 146. 20 














Beitrige zur Methodik der Mikroanalyse im Preglschen System. 
Von 
A. vy. Szent-Gyorgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitaét zu Groningen. ) 


(Eingegangen am 1. Februar 1924.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Ober Mikrodumas. 


Wie Pregl selbst in seinem Buche sagt'), ist die Regulierung des 
Luftstromes die einzige Schwierigkeit der Mikrodumasbestimmung. Wir 
haben diese Schwierigkeit auch selbst empfunden und konnten sie 
durch Anwendung des in Abb. 1 abgebildeten 
Hahnes beseitigen. 

Der Hahn trigt keine Bohrung, hingegen 
ist an der AuBenseite der Spindel eine zirku- 
lare Furche angebracht. Die Furche umfaBt 
drei Viertel des gesamten Umfanges. Im halben 
Umfange, 180° des ganzen Kreises entsprechend, 
ist die Furche gleichmaBig, etwa 34mm tief 
und ebenso breit. In den weiteren 90° wird 
die Furche zuerst rasch, dann langsam gleich- 
maBig seichter und schmiiler, bis sie endlich 

oon. 8 ganz verschwindet. 

Ist der Hahn so gestellt, daB das Rohr in die Linie a fiallt, so 
hat das Gas vollen Gang. Beim weiteren Drehen des Hahnes wird 
der Gasstrom allmahlich schwicher, bis er endlich ganz aufhdrt. 
Vor Beginn der Verbrennung dreht man ein- bis zweimal langsam den 
Hahn um, um so die Furche mit CO, auszuwaschen. Der Hahn ge- 
stattet in leichter Weise ein feines Regulieren des Luftstromes?). 








2. Pipettieren. 
Bei Anwendung der Preglschen Prazisionsauswaschpipette') haben 
wir manche Unbequemlichkeit gefunden. Erstens muB die Fliissigkeit 
in jedem Falle iiber die Marke gesogen werden, und zwar ohne dab 


1) Fr. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, II. Aufl., 8. 109 


und 117. J. Springer 1923. 
*) Der Hahn kann von A. Dargatz, Hamburg I, Pferdemarkt 66, 


bezogen werden. 
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man dies mit dem Auge genauer kontrollieren kénnte. Durch Ankleben 
an das Glas kann dies bei viskéseren Fliissigkeiten einen Fehler be- 
dingen. Weiterhin kann man die relativ weite obere Offnung der Pipette 
nur schwer mit dem Finger geniigend genau abschlieBen, um die Flissig- 
keit genau bis zur Marke abzulassen. Driickt man 

den Finger an, um die Offnung zu verschlieBen, | 
so verringert man durch den eingepreBten Finger 

den Rauminhalt der Pipette, und die Flissigkeit 
liuft zu weit aus. Besonders listig wird das 
Arbeiten bei viskésen Fliissigkeiten, die nicht 

von selbst ablaufen. 

Seit langerer Zeit verwende ich mit gutem 
Erfolg eine Pipette, die von der Preglschen im 
folgenden abweicht : 1. Das Rohr ist etwas schmiler 
und tragt oben keine Erweiterung; 2. die Pipette 
trigt ein diinnes Seitenrohr, das mit einem Fahr- 
radventilgummischlauch montiert ist. 

Bei der Pipettierung verschlieBt man die obere 
Offnung des geraden Rohres mit dem befeuchteten 
Finger vollstandig und saugt durch den Ventil- 
schlauch unter Kontrolle des Auges bis zur Marke 
oder eine Spur héher, und J48t dann die Flissigkeit | 
ebenfalls unter Kontrolle des Auges bis zur Marke 
ab. Dann blast man, ohne bei all den Manipula- 
tionen den Griff zu andern, den Inhalt in das 
gewiinschte GefiB aus. Die Pipette wird dann 
aus einer Mikrospritzflasche nachgespiilt. 

Hauptsichlich durch den so geringen Rauminhalt des Ventil- 
schlauches ist dieses Arbeiten durchaus bequem und einfach. Die 
Leistung ist eine sehr genaue. Ich verwende Pipetten dieser Art mit 
sehr gutem Erfolg auch mit einem Rauminhalt von nicht mehr als 
10 cmm. 














Abb. 2. 


8. Das Wigen geringer Niederschlagsmengen. 

In Band 136 dieser Zeitschrift (S. 102) wurde ein Filterwagerohr 
beschrieben, das den durch die Feuchtigkeit der Luft bedingten Wige- 
fehler weitgehend auszuschalten gestattet. Auf jeden Fall bedeutete 
dieses Réhrchen fiir uns einen sehr weitgehenden Fortschritt. Die 
ausgebreitetere Erfahrung zeigte aber, daB der mégliche Wagefehler 
bei diesen Réhrcben doch noch gréBer ist, wie dies zv Beginn gefunden 
und beschrieben wurde, und der durch den Wasserdampf bedingte 
Fehler noch nicht ganz ausgeschaltet sei. Auf Grund unserer Erfahrung 
kénnen wir jetzt den Wiigefehler bei gutem Schliff auf etwa 10- bis 
20tausendstel Milligramm setzen. 
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Nachdem wir bei den Blutanalysen gezwungen waren, Wagungen 
sehr geringer Substanzmengen bis zur 6. Dezimale vorzunehmen, 
wurde ein Wiageréhrchen konstruiert, dessen Gewicht mit einer 
Schwankung von 0,000001 bis 0,000002 g reproduzierbar ist. Die 
Konstruktion ist aus der Abb. 3 verstandlich. Der Schliff wurde weg- 
gelassen, nachdem wir Grund hatten zu vermuten, daB er beim Zu- 











Abb. 3. 


standekommen der Schwankungen wesentlich mitwirkte. Das ganze 
Réhrchen ist recht leicht gebaut. Am dicken Kapillarende wird das 
Vakuum angesetzt. Das Trocknen geschieht nach den an zitierter 
Stelle beschriebenen Prinzipien. Das offene Kapillarende wird durch 
einen kleinen aufgesetzten Korkstopfen abgeschlossen, in den vorher 
mit einer entsprechend dicken Nadel ein entsprechend dickes blindes 
Loch gebohrt wurde. 


Uber das an genannter Stelle beschriebene Trockenschrankchen sei 
hier noch so viel erwahnt, daB es sich bei dem ausgebreiteten Gebrauch 
zeigte, daB ein besonderer Thermoregulator nicht ndtig sei und eine geniigende 
Temperaturregulierung auch durch die direkte Einstellung der Flamme 
mit der Schraube des Dackelbrenners méglich ist. 

Eine weitere wesentliche Verbesserung des Apparates wurde durch den 
Gebrauch von Metallhahnen erreicht, die fest am U-Rohr sitzen. Durch 
Weglassen der Glashaihne wird der Apparat viel stabiler und dichter. In 
dieser Form wird das Kastchen auch fiir den Handel durch A. Dargatz 
Hamburg, Pferdemarkt 66, angefertigt. 

















Uber das Eindampfen von wisserigen Fliissigkeiten 
bei niedriger Temperatur im Vakuum. 


Von 
A. vy. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitat zu Groningen. ) 


(Eingegangen am 1. Februar 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Das Eindampfen von wisserigen Flissigkeiten bei niedriger Tempe- 
ratur im Vakuum ist nach den Erfahrungen des Verfassers mit zwei 
Schwierigkeiten verbunden. Die erste liegt in der bekannten groBen 
Kochtriigheit des Wassers. Die zweite Schwierigkeit, die auf Grund 
der kinetischen Gastheorie gut verstindlich ist, sei aus dem folgenden 
groben Beispiel beleuchtet: es sei ein Rezipient von 5 Liter Inhalt 
gegeben mit einer kleinen Menge des zu verdampfenden Wassers. 
Haben wir den Druck auf 15mm erniedrigt, so verdampft Wasser 
und erhéht den Druck auf 16mm (Dampfspannung des Wassers). 
Setzen wir nun den nicht ganz ungiinstigen Fall, da8 wir diesen 1-mm- 
Druck in einer halben Minute wieder wegpumpen kénnen. Ist dies 
geschehen, so wiederholt sich das Spiel. Da aber zur Ersetzung dieses 
l-mm-Druckes etwa 0,01 g Wasser ausreicht, so wird das Verdampfen 
von 1g Wasser beinahe 4 Stunden erfordern. 

Gibt man der zu verdampfenden Filiissigkeit eine geniigend weite 
Oberfliche, so kann man auf das Kochen gut verzichten. Das Ver- 
dampfen an der Oberfliche ist bei niedrigen Drucken im mittelhohen 
Vakuum fiir unsere Zwecke intensiv genug. Die zweite Schwierigkeit 
kann in der Weise iberwunden werden, daB man die Dimpfe nicht 
wegpumpt, sondern im Rezipienten selbst an einer weiten Oberflache 
bindet. 

Mit der freundlichen Mitwirkung der Firma A. Dargatz zu Hamburg 
haben wir auf Grund der genannten Uberlegungen den in beiliegender 
Skizze wiedergegebenen Apparat konstruiert. Dieser besteht im wesent- 
lichen aus einem doppelten Zylinder. Der innere ist der Rezipient, 
er dient zur Evakuierung. Der duBere Zylinder ist ein Kihlmantel, 
der mit Salz-Eis-Kaltemischung aufgefillt wird. Die zu verdampfende 
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Flissigkeit wird in flachen Schalen (Kristallisierschalen) eingelegt. Zur 
Warmezufuhr dient eine Rohrleitung, die in einem seichten, breiten 


2 
s| 
= 
Becken liegt. Die leitende Verbindung zwischen Schale und Rohr- 
system wird durch eingegossenes fliissiges Paraffin hergestellt. 

Die Offnung des Zylinders wird mit einer geschliffenen Glasplatte 
abgeschlossen (als Schmiere dient gewéhnliches Vaselin). 

Ist der Kithlmantel aufgefiillt, der Apparat evakuiert, so beginnt 
ein rasches Verdampfen. Die Dimpfe kondensieren prompt an der 
gekihlten Zylinderwand, so daB das weitere Verdampfen ungehindert 
fortgehen kann. Dies bedingt, daB die zu verdampfende Fliissigkeit 
trotz starker Wirmezufuhr zum Teil bald erfriert, so daB die weitere 
Verdampfung trotz Warmezufuhr praktisch bei 0° vor sich geht. Das 
Tempo des Verdampfens ist nun von der Menge der zugefiihrten Wiirme 
abhingig. 

Die Menge des dem Apparate entweichenden Wasserdampfes ist 
sehr gering, so daB man keinen weiteren Kihler zwischen Apparat 
und Pumpe einzuschalten braucht und das weggesogene Gas direkt 
chemisch getrocknet werden kann, falls dies die verwendete Pumpe 
(Ol- oder Quecksilberpumpe) erfordert. Sehr gute Dienste leistete 
uns beim Evakuieren die Quecksilberdampfstrahlpumpe, die auch 
keinen weiteren Schutz erfordert. Ihr Kiihlwasser, noch weiter erwarmt, 
kann auch gut zur Erwirmung des Zylinders dienen. 

Die Dimensionen unseres Modellapparates sind so gewaéhlt, daB unsere 
Kristallisierschalen von 14 bis 7 ccm noch gut eingefiihrt werden kénnen. 
In diesen kann gleichzeitig 1 Liter Fliissigkeit eingedampft werden. Fiir 
2 Liter Fliissigkeit dient eine flache Eisenblechschale. Wir versehen unseren 
Apparat zur Wiarmeisolierung auch noch mit einem Filzmantel. 

Das Prinzip wird sich wahrscheinlich auch zum Anlegen von gréBeren 
Einrichtungen eignen. Bei diesen wird man an Stelle der Salz-Eis- 
Mischung einen Kiihlapparat anschlieBen und den Kiihlmantel mit 
Glycerin fiillen. 

Der Apparat wird fiir den Handel von A. Dargatz, pone: Pferde- 
markt 66, angefertigt. 
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Uber das Verhalten der Blutlipoide unmittelbar nach Fettzufuhr 
bei normalen und zuckerkranken Menschen, 
mit und ohne Anwendung von Insulin. 


Von 


H. U. Hartmann. 
(Aus der medizinischen Poliklinik der Universitat Ziirich.) 
(Eingegangen am 3. Februar 1924.) 


Mit 11 Abbildungen im Text. 


Zerstreut in der Literatur finden wir Angaben tiber den Chole- 
sterin- und Fettgehalt des Blutes beim gesunden Menschen und bei 
verschiedenen krankhaften Zustinden, besonders bei Diabetes mellitus. 
Die meisten Autoren fanden den Cholesterinspiegel bei Zuckerkranken 
erhéht, doch ist es schwer, die Resultate zu vergleichen, da die Methoden 
der Fett- und Cholesterinbestimmungen verschieden sind und doch 
wohl etwas verschiedene Werte ergeben diirften, um so mehr, als es 
sich zumeist um kolorimetrische Bestimmungen handelt, bei denen 
das subjektive Moment schwerer ganz auszuschalten ist als bei einer 
gravimetrischen oder volumetrischen Analyse. So fanden wir denn 
auch nur wenige Daten, die uns als Vergleichs- und Anhaltspunkte 
hatten dienen kénnen. 

Unter Blutfetten oder Lipoiden versteht die physiologische Chemie 
die Summe aus: 

a) Cholesterin, 

b) Cholesterinestern, 

c) Neutralfett, 

d) Phosphatiden und Fettséuren. 

Wir suchten in der vorliegenden Arbeit Auskunft tiber folgende 
Fragen zu erlangen: 

1. Wie verhalten sich die Lipoide insgesamt und die Komponenten 
unter sich nach Genu8 von Glucose oder nach einer fettreichen Mahlzeit 

a) beim normalen Menschen ? 

b) bei leichtem Diabetes ? 

c) bei mittelschwerem Diabetes / 

d) bei schwerem Diabetes mit Acidese ? 

e) bei einem Falle von Diabetes mit Xanthomatosis multiplex ! 
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2. Werden die Lipoide, insgesamt oder einzelne Komponenten, 
beeinfluBt durch Insulin ? 

3. Besteht eine Parallele zwischen Lipoidgehalt und Blutzucker- 
spiegel mit und ohne Anwendung von Insulin ? 


Abderhalden (1) erwahnt, daB das Cholesterin im Blute hauptsichlich 
als Fettsiureester enthalten ist. Fett und Fettsiureester finden sich im 
Serum, wihrend Cholesterin und Lecithin in den Blutkérperchen lokalisiert 
sind. Lichtwitz (2) bespricht verschiedene Methoden der Cholesterin- 
bestimmung und der Trennung des Cholesterins von den Cholesterinestern. 
Er gibt kolorimetrischen Bestimmungen den Vorzug, weil sie leichter und 
rascher auszufiihren sind und fiir die klinischen Untersuchungen geniigen. 
Das Verfahren von Windaus, welches der Methode von Bang zugrunde liegt, 
erklart er fiir schwierig. Gehaltsangaben finden wir bei diesen Autoren 
nicht. Hawk (3) beschreibt die Methode von Lichtenthdler, welche eine 
Modifikation der Methode von Autenrieth und Funk ist fiir Cholesterin- 
bestimmungen. Zur Ausfiihrung der Analysen braucht man 2 ccm Blut 
oder Serum, und die Dosierung beruht auf Kolorimetrie. Hawk gibt in 
seiner Tabelle iiber Blutanalysen den Gehalt an Cholesterin in 100 cem Blut 
beim Normalen zu 0,140 bis 0,180 g und den Gehalt an Fett zu 0,100 bis 
0,700 g an. Beim schweren Diabetiker kann das Cholesterin auf 0,150 bis 
0,300 g und das Fett von 3,0 bis 18,0 g steigen. Diese Fille gehéren wohl 
schon in die Kategorie der Lipaimie, wo ein Cholesteringehalt von 0,5 bis 
3,6 g und ein Fettgehalt von 3,0 bis 29,0 g beobachtet wurde. Der Autor 
bemerkt zu seiner Tabelle, daB einige Daten nur gestiitzt auf sehr wenige 
Analysen gegeben seien und eventuell als nicht ganz charakteristisch be- 
trachtet werden kénnen. Vom Diabetes heiBt es: ,,there may also be an 
increase in fet and other lipoids*‘; bei Uramie erhéht sich der Gehalt an 
Cholesterin- und Phosphorverbindungen; nach fettreicher Mahlzeit kann 
der Blutfettgehalt betrichtlich steigen. Bloor (4) hat eine Methode der 
Cholesterinbestimmung angegeben, nach welcher die meisten der nach- 
stehenden Autoren gearbeitet haben, aber man gebraucht fiir eine Dosierung 
3 cem Blut, und das Verfahren beruht auf Kolorimetrie. Bloor hat gefunden, 
da8 Fettfiitterung bei Tieren Erhéhung des Blutfettgehaltes schon nach 
einer Stunde bewirkt, daB der Cholesteringehalt dagegen kaum beeinfluSt 
wird. Shippers (5) bestimmt den Neutralfettgehalt bei normalen Kindern 
zu 0,100 Proz. Richter-Quittner (6) kommt zum SchluB, daB die Blut- 
kérperchen frei von Cholesterinestern sind und nur Ch: lesterin enthalten ; 
sie best&tigt also die Befunde von Abderhalden. 

Was nun speziell den Fett- und Cholesteringehalt des Blutes bei Dia- 
betikern anbelangt, so ergaben die Analysen von Chaufjard, <A. Guy 
Laroche und A. Grigaut (7) bei Zuckerkranken normale und erhéhte Werte, 
wobei 0,15 bis 0,18 Proz. als Norm betrachtet ist. Auch diese Autoren 
stellen eine Zunahme des Blutfettgehaltes bei fettreicher Nahrung fest. 
Majolo (8) konstatierte bei Diabetikern immer eine Hypercholesterinimie ; 
desgleichen Malerba (9), welcher Steigerungen des Chclesteringehaltes auf 
0,225 bis 0,227 Proz. berechnete. Dasselbe beobachteten Cowie, David 
Murray und Lynne A. Hoag (10), sowie Jedlitka (11), welcher aber sagt, 
der Cholesteringehalt stehe in keinem Verhaltnis zum Blutzuckerspiegel oder 
zur Acidosis. Blatherwick (12) fand den Fettspiegel in leichten und mittel- 
schweren Fillen von Diabetes (schwere kamen nicht zur Beobachtung) 
unabhingig von der Fettzufuhr, konstant. 
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Interessant sind die Angaben von Blau, Nathan F. und Samuel Th. 
Nicholson jr. (13), welche Fett-, Cholesterin- und Blutzuckerbestimmungen 
machten bei Diabetikern, die nach den diatetischen Vorschriften von Allen- 
Joslin behandelt wurden. Sie teilen danach die Diabetiker in drei Gruppen, 
durch folgende Merkmale gekennzeichnet: 

1. Abnahme der Hyperglykamie und Ansteigen des Fettgehaltes. 

2. Fettgehalt steigt und fallt mit Zuckergehalt. 

3. Blutfett bleibt hoch (1 Proz.), Zucker fallt. 

Die Prognose fiir 3. ist schlecht. 

Was Fille von Diabetes mit multipler Xanthomatose anbelangt, so 
ist zu sagen, daB alle Autoren bei Xanthomatose hohe Fett- und Cholesterin- 
werte gefunden haben. IJshimaru (14) berechnete das Gesamtcholesterin 
bei Xanthomatosis multiplex und Xanthomatosis palpebrarum zu 0,255 
bis 0,614 Proz.; er erw&hnt aber, daB auch bei Normalen der Gehalt an 
Cholesterin sehr schwankend und namentlich bei Frauen im geschlechts- 
tatigen Alter héher sei als bei Mannern. Derselbe Autor (15) erzielte 
durch Verfiittern von Eigelb wiahrend dreier Monate bei Kaninchen und 
Hiihnern experimentell eine Xanthomatose, wobei der Cholesteringehalt 
im Blut beim Kaninchen von 0,045 bis 0,123 Proz. auf 0,316 bis 1,222 Proz.(!) 
und beim Huhn von 0,140 bis 0,217 Proz. auf 0,300 bis 0,325 Proz. stieg. 
Martin F. Engman und Richard S. Weiss (16) veréffentlichen einen Fall 
von Xanthoma diabeticorum, der in extremis ins Krankenhaus eingeliefert 
wurde und auf energische Insulinbehandlung und unter strenger Diit 
sich in kurzer Zeit vollstandig erholte, so da8 er geheilt, zuckerfrei, entlassen 
werden konnte. Der Blutfettgehalt war zu Anfang 4,5 Proz. und der 
Cholesteringehalt 1,8 Proz.; diese Werte sanken rasch und das Cholesterin 
fiel auf 0,170 Proz. bei der Entlassung. Die Normen werden von diesen 
Autoren zu 0,3 bis 0,7 Proz. Fett und 0,3 Proz. Cholesterin angegeben. 
Ob nun der Riickgang des Fett- und Cholesteringehaltes dem Einflu8 des 
Insulins zuzuschreiben ist, oder ob die diatetische Behandlung die Besserung 
des Fettstoffwechsels bewirkt hat, bleibt unentschieden. 

Hier mége noch eine Arbeit von Richard S. Weiss und Arthur L. Esser- 
mann (17) Erwaihnung finden, besonders weil sie zeigt, wie sehr Standard- 
werte fiir Cholesteringehalte im Blute fehlen, obschon sie, wie einleitend 
bemerkt, zu vergleichenden Untersuchungen sehr notwendig wiiren. Es 
handelt sich um Cholesterinbestimmungen bei Lues; das Blut wurde 2 bis 
3 Stunden nach dem Essen entnommen, und die Autoren fanden sowohl 
bei Gesunden als auch bei Patienten mit positivem Wassermann erhéhte 
Werte, jedoch bei Luetikern keine héheren als bei Normalen. Sie fragen 
sich nun, ob eventuell die Erhéhung mit der Nahrungsaufnahme im Zu- 
sammenhang stehen kinne, und geben an, auBer den Arbeiten von Bloor 
und Kundson, welche mit Hunden experimentiert hatten, keine Daten 
gefunden zu haben. 


So sahen auch wir uns veranlaBt, vorerst Bestimmungen an 
Normalen zu machen, um so mehr, als von Bestimmungen nach der 
Methode Bang (18) nur zwei Arbeiten von Shippers zu finden waren, 
die uns weiter nicht dienen konnten. 

Wir haben der Methode von Bang den Vorzug gegeben, weil es 
eine Mikromethode ist, die zur Dosierung nur 100 bis 130 mg Blut 
erfordert. Da wir Serienbestimmungen beabsichtigten, war es die 
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einzige in Betracht kommende Methode; zudem erméglichte sie eine 
Trennung der vier Komponenten, welche das Gesamtfett ausmachen. 

Der Gang der Untersuchung war folgender: 

Von nachstehend beschriebenen Patienten nahmen wir Blutproben 
fiir Fett- und Zuckerbestimmungen: 

a) niichtern, 

b) eine Stunde nach einer Mahlzeit, bestehend aus Glucose (20 bis 
100 g), oder (Mehrzahl der Fille) aus 50g Butter und 20g Hafer- 
mehi, mit etwas Wasser zu einem Brei gekocht'), 

c) 24% bis 3 Stunden nach dieser Mahlzeit, 

d) 4 Stunden nach der Mahizeit. 

An einem zweiten Versuchstage gaben wir wieder Butter und Hafermehl, 
nachdem zuvor die Niichternwerte bestimmt und 50 Einheiten Jnsulin 
(Lloglandol oder Lletin) subkutan injiziert worden waren. Die iibrigen 
Bestimmungen erfolgten wieder 1, 2% und 4 Stunden nach der Mahizeit. 
Zum Teil wurde auch der Zucker im Urin niichtern und nach der Mahizeit 
bestimmt. 

Falila. Herr F.S., 30 Jahr, klagt iiber Schmerzen in der Magen- 
gegend. Keine Abmagerung. Klinischer Befund negativ. Urin ohne Zucker 
und EiweiB. Kann als Typus eines normalen Erwachsenen gelten. Be- 
kommt am Versuchstage 50 g Butter und 20g Hafermehl. 


Fall 1b. Herr L., 58 Jahr, soll wegen Osophagusdivertikel operiert 
werden; von der chirurgischen Klinik, weil Verdacht auf Diabetes besteht, 
zur Untersuchung tiberwiesen. Es konnte bei voller Kost und auch bei 
Belastung mit Kohlehydraten im Urin nie Zucker nachgewiesen werden. 
Patient bekommt am Versuchstage per os 100 g Glucose; Blutzucker und 
Blutlipoide werden hierauf bestimmt. 

Fall 2. Fri. O. stammt aus einer Diabetikerfamilie: Mutter, Bruder 
und drei Schwestern sind zuckerkrank. Patientin ist 24 Jahr alt. Bei den 
Geschwistern ist der Diabetes zwischen dem 25. und 26. Jahre aufgetreten. 
Zucker im Urin negativ. Belastung mit 20g Glucose und Berechnung des 
Blutzucker- und Blutfettspiegels. 

Fall 3. Fri. K., 40 Jahr, seit langerer Zeit zuckerkrank; nie rationell 
behandelt. In unserer Klinik vom 28. September bis 3. November. 
Beim Eintritt 4,1 Proz. Zucker im Urin. Aceton stark positiv. Diiatetische 
Behandlung und drei Injektionen von je 10 Einheiten Iloglandol. Bei der 
Entlassung 0,6 Proz. Zucker im Urin bei kohlehydratarmer Kost; Aceton 
schwach positiv. Es handelt sich also um eine leichtere Form von Diabetes. 
Unsere Bestimmungen wurden gemacht, nachdem der Zucker auf 0,6 bis 
0,8 Proz. gefallen war, was einer taglichen Ausscheidung von 8,8 g entspricht. 


Fall 4. Frau T., 49 Jahr, wegen Diabetes in unsere Klinik 
aufgenommen. Diatetische Behandlung. Harnzucker beim Eintritt 
5,5 Proz. = 44g pro die; Aceton stark positiv; Acetessigsiure negativ. 
Am Versuchstage 3,3 Proz. niichtern und 3,5 Proz. Harnzucker nach der 
Probemahlzeit. Auf Iloglandol ging der Harnzucker am zweiten Versuchstage 

1) Von der Darreichung von Fett allein als Mahlzeit muBten wir absehen, 
wegen der Unbekémmlichkeit und Schwierigkeit der ausschlieBlichen 
Butterzufuhr. 
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auf 1,2 Proz. = 10,8g zuriick. Wir rechnen diesen Fall zu den mittel- 
schweren. 

Fall5. UHerr F., 57 Jahr. Diabetes seit etwa 10 Jahren, absolut 
vernachlassigt. Wird im Coma eingeliefert: Erbrechen, Acetongeruch, 
Sensorium benommen, groBe Atmung, Respiration 25, Puls um 90, Tempe- 
ratur 36,6, Zucker 4,3 Proz., Aceton stark positiv, Acetessigsiure stark 
positiv. Erholt sich vollstandig auf Insulin in folgenden Tagesdosen: 70 — 
90 — 60 — 40 Einheiten. Vor dem ersten Versuch 2,1 Proz. Harnzucker; 
nach der Probemahizeit 3,0 Proz. Vor dem zweiten Versuch 6,0 Proz. 
Harnzucker; hierauf Insulin und Probemahlzeit: Harnzucker 0,6 Proz. 
Gehért in die Kategorie der schweren Diabetiker. 


Fall 6. Herr F., 54 Jahr, wurde uns von der Dermatologischen 
Klinik zugewiesen als Diabetes mit multipler Xanthomatosis'). War 
diatetisch behandelt worden, worauf die Xanthome zuriickgingen und jetzt 
nur noch in der Ellenbogenbeuge zu sehen sind. Wird ambulant in unserer 
Poliklinik mit Insulin behandelt. Der Urin enthielt am Versuchstage 
niichtern 1,7 Proz. Zucker, nach der Probemahlzeit aus Fett und Hafermeh! 
1,8 Proz. Auf Insulin und gleiche Mahizeit fiel der Zucker von 1,0 auf 
0,1 Proz. Aceton immer negativ. 

Dieser letzte Fall gab eigentlich die Anregung zu der vorliegenden 
Arbeit. Er erlaubt keinen Vergleich mit dem viel schwerer verlaufenden 
amerikanischen Fall von M. F. Engmann (S. 309). Tatsache ist, daB die 
multiple Xanthomatose schon auf reine Diitbehandlung zuriickgeht, wie 
dies oft nachgewiesen werden konnte. 


Wir geben nun nachstehend in Tabellenform die Resultate unserer 
Bestimmungen. Jeder Wert wurde in der Regel als Mittel aus drei Analysen 
berechnet. Abweichende Werte konnten trotz evaktesten Arbeitens nicht 
immer vermieden werden, ebensowenig wie Verluste, entstehend durch 
Springen der Proberéhrchen wahrend der Manipulationen. Wir suchten 
diese St6rungen dadurch zu verringern, daB8 wir immer, wie erwahnt, drei 
Analysen machten und zugleich Kontrollbestimmungen zu jeder Versuchs- 
reihe ausfiihrten. Im ganzen (die Vorversuche eingerechnet) liegen unserer 
Tabelle iiber 1000 Bestimmungen zugrunde. 





Chole» Choleste- Neutrale Phosphas Gesamt- Blut 
sterin rinester fette ti lipoide zucker 


Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. 


Fall la (Normal) 


Niichtern ....... .|| 0,070 0.159 0,069 0.013 0311 0.078 
1h nach Fettmahizeit . 0,052 0,178 | 0,096 0015 0341 0,088 
21/,b ,, . . 0058 0,135 O118 0034 0345 0,085 
45 . ms . 0054 O141 0,061 0.015 0271 0,080 
Fall 1b (Normal) 
Niichten ...... .|| 0,045 | 0,110 | 0,041 0,033 0229 | 0,082 
lhnach Glucose 100g. 0,031 6,094 0,073 0,022 0,220 0.120 
a " 100g. 0059 0,082 0,07: 0018 0,232 0,085 


1) Herrn Prof. Bloch sprechen wir unseren Dank aus fiir die Zuweisung 
dieses interessanten Falles. 
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Gesamt- 


lipoide 
Proz. 


0,174 


0,417 
0,341 
0,365 


| 0,379 


Chole- | Choleste-| Neutral: | Phospha- 
=~ iauel i | a 
Proz. Proz. Proz. | Proz. 
Fall 2 (Normal) 
Niichtern .......|| 0,055 | 0,048 | 0,027 | 0,014 
1b nach Glucose 20g. .| 0,050 0,041 0,040 0,037 
ox , 20g. .| 0,051 | 0,057 | 0,031 | 0,018 
Fall 3a (Leichter Diabetes) 
ee 0,029 | 0,112 | 0,036 — 
lh nach Fettmahizeit . 0,041 0,098 0,044 0,019 
2 , - . 0076 | 0,123 0032 0,036 
@-: 2 ss .| 0040 | 0119 | 0045 | 0,047 
Fall 3b (Leichter Diabetes) 
a. Be Pee 0,010 0,105 | 0,040 | 0,041 
1b nach Lloglandol .. 0,008 0,116 | 0,040 | 0,037 
1 . Fettmahizeit . 0,037 0,110 | 0,040 | 0,073 | 
21/,b , = . | 0,020 | 0,098 0,053 0,088 
4b e . | 0,034 | 0,123 0,038 | 0,039 | 
Fall 4a (Mittelschwerer Diabetes) 
A Sa 0,023 | 0,086 0,051 0,048 
Ib nach Fettmahizeit . 0,014 0,091 0,071 0,041 
21/b , " .| 0,011 9,075 0,088 | 0,027 
ae. ~« i 0,007 0,077 | 0,080 | 0,010 | 
Fall 4b (Mittelschwerer Diabetes) 
Niichtern ...... .| 0,050 | 0,085 | 0,018 | 0,266 | 
1b nach Iloglandol .. 0,039 0,077 | 0,015 0,210 | 
1 »  Fettmahizeit . 0,073 0,112 0012 0,168 | 
21/,b ,, = . 0041 0,115 0,028 0,195 
a “i . 0055 0,060 | 0019 0,235 
Fall 5a (Schwerer Diabetes) 
ee Me ee ee | O11 | 0,116 | 0110 | 0,051 
1b nach Fettmahizeit . 0,034 0,100 0,056 0,028 
21/,b , " .| 0027 0,096 0067 0,026 
oe se a 0,021 0,114 | 0,046 0,033 
Fall 5b (Schwerer Diabetes) 
ee 0,038 | 0,085 | 0,053 0,096 
1b nach Iloglandol .. 0,040 0,077 0,057 0,084 
1 »  Fettmahizeit ., 0,047 | 0,100 0,039 | 0,046 
23/b, - .| 0,047 0,094 0,046 0,049 
a a 0,049 §=60,093 =—-0,061 = 0,020 
Fall 6a (Diabetes + Xanthomatose) 
ee sae ae 0,035 | 0,118 | 0,306 | 0,038 
1h nach Fettmahizeit . 0,052 0,101 0335 0,036 
23/,b,, » . 0,027 | 0,094 0300 | 0,020 
4b, > 0,024 0,105 | 0271 0,020 
Fall 6b (Diabetes + Xanthomatose) 
a 0,052 | 0,121 0,156 | 0,110 
1b nach Iletin. . . . .| | 0,040 0,128 0,146 | 0,065 
1 . Fettmahlzeit . | 0,037 0,128 0,161 | 0,115 
21/,b ,, » . | 0,029 | 0,128 0,172 | 0,069 


eo ” ./| 0,020 0,144 6,172 | 0,061 


0,369 


0,288 
0,218 
0,216 
0,214 


0,272 
0,258 
0,232 
0,236 
0,223 


0,497 
0,524 
0,441 
0,420 


0,439 
0,379 
0,441 
0,398 
0,397 


Blut. 
zucker 


Proz. 


0,109 
0,092 
0,089 


| 0,074 


0,094 
0,086 
0.072 


0,087 


0,080 


0,075 
0,071 
0,069 


0,196 
0,226 
0,194 
0,188 


0,208 
0,140 
0,114 
0,092 
0,076 


0,191 
0,247 
0,206 
0,184 


0,189 
0,176 
0,135 
0,102 
0,092 


0,175 
0,203 
0,155 
0,141 


0,177 
0,123 
0,125 
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Nachstehende graphische Tabellen erleichtern wesentlich den Uberblick 
und lassen Abweichungen deutlicher erkennen. Wir ersehen daraus folgendes : 
Der Gesamtlipoidgehalt schwankt zwischen 0,144 und 0,524 Proz. Er 
ist beim Diabetiker nicht ausgesprochen héher als beim Normalen, dagegen 


konstant hoch bei Xanthomatose. 


Hingegen iibertrifft der Anstieg der 


Lipoide unmittelbar nach einer Fettmahlzeit bei Xanthomatose kaum 
denjenigen bei normalen Personen und Diabetikern mit und ohne Acidosis, 
weder prozentual noch absolut in augenfalliger Weise. 
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Das Cholesterin bewegt sich in den Grenzen von 0,007 bis 0,076 Proz. : 
die Cholesterinester schwanken zwischen 0,041 und 0,144 Proz. Die Neutral- 
fette variieren von 0,012 zu 0,335 Proz., wahrend der kleinste Wert fiir die 
Phosphatide zu 0,014 Proz., der gréBte zu 0,226 Proz. berechnet wurde. 
Die Schwankungen der Gesamtlipoide sowie der einzelnen Komponenten 
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Abb. 7. Fall 4b. Blutlipoide und Blutzucker bei mittel- 
schwerem Diabetes nach Einnahme von 50 g Butter und 
von 20g Hafermeh! nach Injektion von 50 E Iloglandol. 


Abb. 8. Fall 5a. Blutlipoide und Blutzucker bx 
Diabetes mit Acidosis nach Einmnahme von 5 » 
Butter und 20 g Hafermehl. 
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sind somit betrachtlich groB, ohne daB ein Anhaltspunkt fiir das Zustande- 
kommen der Unterschiede gefunden werden kénnte. 

Die Hohe des Cholesterinspiegels ist in keinem Zusammenhang mit der 
Schwere des Diabetes; sie ist auch beim normalen Menschen manchmal 
betrachtlich, so daB ein kausaler Zusammenhang mit der Zuckerkrankheit 


Es besteht im  weiteren 
keine Parallele zwischen Bhut- 
zucker und Blutlipoiden. 

Im Falle 4b stehen die 
Phosphatide sehr hoch und bei 
6a steigen die Neutralfette be- 
deutend an. Wenn wir fiir 
die gewaltige Vermehrung der 
Phosphatide (die gleiche Person 
zeigte zwei Tage vorher Durch- 
schnittswerte) keine Erklirung 
finden, so ist es dagegen nahe- 
liegend, das Verhalten der 
Neutralfette im Falle 6a mit 
der bestehenden  allgemeinen 
Xanthomatose in Zusammen- 
hang zu bringen: es liegt 
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Abb. 10. Falléa. Blutlipoide und Blutzucker bei 
Diabetes mit Xanth tose nach Einnahme von 
50g Butter und 20 g Hatermehl. 
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offenbar dem hohen Spiegel der Blutlipoide eine Stérung des Fettstoff- 
wechsels zugrunde. 

Auffallend ist der praktisch kaum in Betracht kommende Einflu8 des 
Insulins auf das Niveau der Blutlipoide. Dieser Umstand weist hin auf 
eine weitgehende Unabhangigkeit in der unmittelbaren Verarbeitung der 
Fette und Kohlehydrate im Organismus. 


Zusammenfassend laBt sich sagen: 


1. Nach Einnahme von Glucose tritt keine Veranderung im Lipoid- 
gehalt des Blutes auf, und zwar weder in einzelnen Komponenten, noch 
im Gesamtfett. 

2. Nach Einnahme einer Mahlzeit von 50 g Butter und 20 g Hafer- 
mehl beim Normalen und bei Diabetikern jeden Grades (leichten, 
mittelschweren und acidotischen) steigt der Gesamtlipoidgehalt in den 
meisten Fallen nach der ersten Stunde etwas an, fallt aber nach vier 
Stunden wieder auf das Niichternniveau; die einzelnen Komponenten 
verhalten sich dabei unregelmaBig, d. h. es tritt ein geringes Fallen 
oder Steigen bald der einen, bald der anderen Komponente auf. 


3. In einem Falle von Diabetes ohne Acidose mit multipler Xantho- 
matose ergab sich ein auffallend hohes Niichternniveau fiir die Gesamt - 
lipoide. Der Hauptanteil dieser Steigerung entfallt auf die Neutral- 
fette; auch die Cholesterinester zeigen gegeniiber den Kontrollfillen 
eine bedeutende Erhéhung, wihrend Cholesterin- und Phosphatid- 
gehalt des Blutes noch in den Bereich der Kontrollen fallen. 

4. Nach Einnahme derselben Mahlzeit, welcher eine Injektion von 
50 Einheiten Insulin (Iloglandol oder [letin) vorausging, verhalten sich 
die Lipoide und ihre Komponenten wie ohne Insulin. 

5. Die Blutzuckerkurve ist unabhingig von der Fettkurve: sie 
steigt auf Butter und Hafermehl normaliter an, um dann langsam 
abzuklingen ; auf Insulin erhalten wir die tibliche, steil abfallende Kurve 
fir den Blutzucker. 

6. Auf Insulingaben beobachteten wir in drei von vier Fallen 
leichten Riickgang der Gesamtlipoide, ohne daB eine elektive Wirkung 
auf eine der Komponenten ersichtlich ware; am ehesten kamen noch 
die Phosphatide in Betracht, die ziemlich regelmaBig auf Insulingabe 
abfielen, sich aber rasch wieder erholten. 
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Uber die Einwirkung von Bicarbonat 
und sekundirem Phosphat auf die Dissoziation des Calciums. 


Von 
H. Behrendt. 
(Aus der Marburger Kinderklinik.) 
(Eingegangen am 5. Februar 1924.) 


Klinische Erfahrungen weisen darauf hin, daB fiir den Disso- 
ziationsgrad des Blutcalciums neben dem Bicarbonatgehalt auch die 
Phosphatkonzentration von EinfluB ist. Durch kirzlich von mir mit- 
geteilte Untersuchungen am Liquor cerebrospinalis!) wurde die Be- 
rechtigung dieser Anschauung experimentell sichergestellt. Um diese 
Beziehungen der Ca-lonisation zum Phosphat auch zahlenmaBig aus- 
driicken zu kénnen, wie es nach Gyérgys*) Vorschlag wiinschenswert 
erschien, wurde das Ionenprodukt [Ca”] . [H PO,] nach der Methode von 
Brinkman und van Dam®) ermittelt. Gleichzeitig war mit dieser Methode 
eine Méglichkeit gegeben, die von Rona und Takahashi*) angegebene 


Konstante fir den Quotienten = a nachzupriifen. 





Einige methodische Bemerkungen sind erforderlich. Da die Fliissig- 
keitsmengen nicht beschriinkt waren, so wurde eine Makromethode benutzt. 
Uns stand das Nephelometer nach Richards zur Verfiigung, wohl das Alteste 
und auch unvollkommenste Modell, aber fiir unsere Zwecke véllig geniigend. 
Die Feststellung der eben aufgetretenen leichtesten Triibung in einem der 
beiden etwa 50 ccm fassenden Glaschen gelingt mit diesem Apparat absolut 
sicher, und nur hierauf kam es uns an. Fiir quantitative Messungen ist er 
natiirlich nicht verwertbar. Wie Brinkman und van Dam betonen, muB 
man beim Arbeiten mit reinen Salzlésungen das Auftreten von Uber- 
sittigungserscheinungen vermeiden. Dies geschah nach ihren Angaben 
dadurch, da8 die betreffenden geringen Mengen des hinzuzufiigenden Salzes 
nicht aus der Pipette zu dem Gros der Fliissigkeit hinzugefiigt, sondern 
zuerst in ein Kélbchen getan und auf dem Wasserbade eingedampft wurden. 
Danach erfolgte das Hineingeben der Hauptfliissigkeitsmenge in denselben 
Kolben und nach griindlicher Durchmischung die Umfiillung in die Nephelo- 
metergefaBe. Oder aber man gibt die zuzusetzende Salzmenge aus einer 
Mikrobiirette direkt zu der Calciumlésung und l48t unter Paraffinabschlu8 


1) Diese Zeitschr. 144, 72, 1924. 

*) Jahrb. f. Kinderh. 99, 1, 1922. 

*) Kon. Akad. van Wetenschappen te Amsterdam; Proceedings 22, 
Nr. 7, 1920. 

*) Diese Zeitschr. 49, 370, 1913. 
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12 bis 14 Stunden stehen. Auch dann wird Ubersittigung fast stets ver- 
mieden. Letzteres Vorgehen ist stets beim Arbeiten mit Bicarbonat not- 
wendig, da man beim Eindampfen Carbonat erhalt. Die Konzentration 
der Zusatzfliissigkeit wurde so stark gewihlt, daB nie mehr als 1,5 ccm bis 
zum Auftreten der Triibung nétig waren, die dadurch bedingte Verdiinnung 
also vernachlassigt werden durfte. Siamtliche benutzten Lésungen wurden 
CO,-frei hergestellt und aufbewahrt, nur das [HCO,] wurde in Form eines 
Bicarbonat-Kohlensaéuregemisches verwendet. Wahrend des nur wenige 
Minuten dauernden Versuches muBten die Fliissigkeiten ungeschiitzt 
bleiben. Die p,-Messung erfolgte kolorimetrisch nach Michaelis. 

In den ersten Versuchen wiederholten wir zur Kontrolle unserer 
Methode und unseres Arbeitens die zuerst von Brinkman und van Dam 
ausgefihrte Feststellung des Léslichkeitsproduktes von [Ca*’] und 
[C, 0/]. Zu 100 cem einer m/100 Ammoniumoxalatlésung muBten bis zam 
Erscheinen der Triibung 0,06 ccm einer 9,49 Millimol [Ca**] enthalten- 
den CaCl,-Lésung hinzugesetzt werden. Das Ionenprodukt in Millimol 
pro Liter betragt also 0,057. In Tabelle I sind vier solche Versuche 
aufgefihrt. Brinkman und van Dam geben 0,052 bis 0,056 als Wert 
fir das Ionenprodukt an, also fast tibereinstimmende Befunde. 





Tabelle I. 
| |Verbrawehte| | 
Nr. |) Konzentration | End-p m/i00. eas gee lonen- 
t der CaCl»Lésun ““H |Ammonium) pa rodukt 
eee oxalat | (Ca"] (0, * 
H ’ . ccm | I 
1 | Etwa m/100 =95Millimol Cail. 59 0,03 9,5 Millimol i. L. 0,006 | 0/057 
2|| . =o =475 . Cail.| 57 0,06 475. ib.ooi2 | 0087 
3| . m0 =190 . Cail} 535 0,15 19 5.003 | 0,057 
4) . miloo=095 . Cail.| 5) 04 0% . i.1.008 | 0,056 


aut je 30 com 
der CaCly 
Lésung 

In analogem Vorgehen wurde das Verhalten von sekundirem 
Phosphat einer Calciumchloridlésung gegeniiber gepriift. Dabei stellte 
sich heraus, daB man beim Eindampfen des Phosphats sehr vorsichtig 
sein und ein Uberhitzen vermeiden muB, denn sonst bildet sich un- 
lésliches Pyrophosphat und tiuscht schon sehr frih Tritbungen vor. 
Ferner miBlangen die Versuche stets, wenn zu einer eingedampften 
kleinen CaCl,-Menge das Phosphat in etwa m/100 Konzentration zu- 
gesetzt wurde. Nur bei umgekehrtem Vorgehen, also Zusatz einer 
m/100 CaCl,-Lésung zu kleinen eingedampften Phosphatmengen wurde 
Konstanz erzielt. Den Grund fir diese Beobachtung vermégen wir 
nicht anzugeben. Das Ergebnis der einwandfrei verlaufenen Versuche 
wird durch die Tabelle II dargestellt. Man sieht, um wieviel gréBer 
das Léslichkeitsprodukt zwischen [Ca'*] und [HPO;] ist als jenes 
von [Ca**] und [C,O/]. Gleichzeitig erkennt man auch aus diesen 
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Versuchen, daB die verbrauchten Phosphatmengen in umgekehrtem 
Verhaltnis zu den verwendeten CaCl,-Konzentrationen stehen, die also 
praktisch als vdéllig dissoziiert gelten kénnen. 


Tabelle II. 





Zugesetzte 


. * Gehalt des Systems 
ot post Endy), Phosphat: ae y lonens 
’y ° lésung*) [Ca”] (HPO,"] produkt 
ccm 
5 9,25 Millimol i. L. 0.16 9,25 Millimol i. L. 0,039 0,361 
6 4,63 ~ i. L. | 0.3 4,63 e i. L. 0,074 0,343 
7 3,08 < i. L. 75 0,47 3,08 4 i. L. 0,116 0.357 
yo Spee + * 0.8 185 . i.L.0,197 0,364 
9 0,93 * i. ae 1,6 0,93 a i. L. 0,39 0,362 





auf je 50ccm 
der CaCl 
Lésung 


*) Analyse: 14,6 Millimol HPO, i. L.,d. i. 12,3 Millimol [HPO{] bei 
Pu = 7,5. 


Endlich wurden analoge Versuche angestellt zur Ermittlung des 
Léslichkeitsproduktes zwischen [Ca**] und [HCO;], indem zu einer 
analysierten Calciumchloridlésung steigende Mengen eines Carbonat- 
gemisches zugesetzt wurden, das durch Zusatz von Salzsiure zu einer 
Lésung von reinstem Bicarbonat hergestellt war. Sein Gehalt an 
[HCO] wurde durch Titration gegen Methylorange festgestellt. Da 
ein Eindampfen des Carbonatgemisches nicht angiingig ist, so miissen 
zur Vermeidung der sehr leicht auftretenden Ubersittigung die Ca- 
Lésungen mit dem Carbonatzusatz mindestens 12 Stunden, am besten 
24 Stunden stehen. Und auch dann erkennt man noch mitunter an 
dem viel zu spiten und plétzlichen Eintritt ungewoéhnlich starker 
Triibungen, daB eine Ubersittigung vorlag. Ist das nicht der Fall, 
so nimmt die Triibung ganz allmahlich in den Lésungen mit steigendem 
Carbonatgehalt zu. Die Tabelle III zeigt, daB recht groBe Mengen 
Bicarbonat erforderlich sind, um das Calciumsalz zu entionisieren. 
Im Vergleich zu Phosphat-Calcium ist das Léslichkeitsprodukt des 
Bicarbonat-Calciums etwa 40mal so groB. 





Tabelle III. 
Zugefu, Gehalt des Systems | 

Nr. Ca CloLé End-p Mengen (HCO,’) an | a 

. ClyLésung H vie [Ca"] [HCO,'] | produkt 
10 H Etwa m/100 = 10,2 Millimol i. L. 745 \02 v. 0,29 mol. Lsg.' 10,2 Millimol i.L. 1.16 | 11,83 
ll); , m/l00>— 104 . iL. 74 (0.2 v.0,29 . Lsg.| 10,4 . i.L.1,16) 12,06 
12) . m/100= 104 “ iL. 745 (02v.029 . Leg. 10,4 . i.L.1,16 > 12,06 
13|/|} . ml0O=105 . il.| 75 [02v.029 . Lsg!105 . i.1.1,20! 1260 
14) . m/S0O> 28 ., iL 76 |09v.031 . Leg) 28 . i.L.5,58| 15,60 
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Die Kenntnis des Léslichkeitsproduktes zwischen [Ca**] und [HCO)] 
erméglicht auf einem neuen Wege die Ermittlung der Konstanten, die 
Rona und Takahashi fiir die Beziehungen zwischen Calciumdissoziation, 
Bicarbonat- und H-Ionenkonzentration festgelegt und formelmaBig aus- 
gedriickt haben, 


‘g++ _[H*) 
[Ca kCOr) (1) 
Schreiben wir diese Formel 
ky — [(Ca**] . (HCO5) (2) 


[H"} 
so ist im Zahler das von uns ermittelte Ionenprodukt und im Nenner die 
{H*] der Versuchsanordnung bekannt. Wir kénnen also aus jedem der im 
vorigen Abschnitt aufgefiihrten Versuche iiber das Léslichkeitsprodukt von 
[(Ca**] und [HCO;] die Konstante fiir die Rona-Formel berechnen. 
Das ist geschehen und ergibt die in Tabelle IV stehenden Werte fiir &,. 
Der Mittelwert aus den fiinf Versuchen ergibt 367,8, Rona gibt 340 an. 
Die Ubereinstimmung ist also vollstandig befriedigend. 




















Tabelle IV. 
: a.“ “eres 
Nr. ———— ~ + ky 
{Ca’} {HCO,’} (H") 
10 102 . 10-4 116. 10-5 3,54. 10-8 334,2 
ll 104 . 10-4 116. 10-5 3,98 . 10-8 303,1 
12 104 . 10-4 116. 10-5 3,54. 10-8 340.8 
13 105 . 10-4 12. 10-4 3,16. 10-8 398,7 
14 208 . 10-5 558 . 10-5 2,51. 10-8 462.4 
im Mittel: 3678 
Die entsprechende Ableitung fiir Phosphat ergibt: 
{H*) ‘ 
++] — Bee xs 3 
[Ca**] ky (HPO®) (3) 
oder 
ii as (Ca"].HPO{) (4) 


(Hy 

In dieser Gleichung ist [Ca™].[HPO/{] nichts anderes als das uns aus 
der Tabelle Il bekannte Ionenprodukt, [H’] der betreffenden Versuchs- 
anordnung ist ebenfalls bekannt, so daB k, aus diesen gegebenen GréBen 
fiir jeden einzelnen der Versuche ohne weiteres zu berechnen ist. In Tabelle V 
sind die auf diese Weise aus 11 Versuchen abgeleiteten Werte fiir k, angegeben. 
Der Mittelwert fiir k, belauft sich auf 11,19. Beriicksichtigt man dagegen 
nicht [HPO;{], sondern die analytisch ermittelte Gesamtphosphatkonzen- 
tration (Spalte 4), so weichen mit wachsenden p,-Differenzen die Zahlen 
immer mehr voneinander ab und man gelangt zu keiner Konstanten 
(Spalte 7). Daraus ist zu schlieBen, da8 nur das sekundire Phosphat 
fiir die beobachtete Entionisierung des Calciums verantwortlich zu 
machen ist. 
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Tabelle V. 
1 2 3 | 4 | 5 6 7 
In Molen pro Liter 
Nr. | ” ke (ke) 
e+ wr | HPO, ¥ 

(Car+] a (HRO") | Pol (1) 
5 | 925. 10-5 39. 10-6 47.10-6 3.16. 10-8 11,39 13,73 
6 463. 10-5 74.10-6 | 88.10-6 316.10-8 10,84 12,88 
7 308.10-5 116.10-6 | 137.10-6 3.16. 10-8 11.30 13,35 
8 185.10-5 197.10-6 | 234.10-6€ 3,16. 10-8 11,53 13,67 
9 93.10-5 39.10-5 | 467.10-6 3,16. 10-8 11,47 13,74 
ll 12. 10-3 32. 10-6 38.10-6 3,16. 10-8 12.15 14.43 
12 6. 10-3 72.10-6 | 86.10-6 3,16. 10-8 13.67 16,33 
14:12. 10-4 28.10—5 | 33.6.10-5 3,16.10—8 10.63 12,75 
15 106. 10-4 2.10-5 | 25.10-6 251.10-8 8,08 9,80 
16 95.10—4 37. 10-5 84.10-5 3,16. 10-7 1111 25,25 
17. 95.10-4 89.10-6 | 125.10-6 7,94. 10-8 10.95 14.95 

im Mittel:| 11,19 | 





Wir wollen nun im folgenden die Rona-Formel und die soeben ent- 
wickelte entsprechende Formel fiir sekundiares Phosphat kombinieren, 
um dadurch die Veranderung der Ca-Ionisation unter dem gleichzeitigen 
Einwirken von HCO,- und HPO,-Ionen festlegen zu kénnen. Durch 
Multiplikation der Gleichungen (1) und (3) entsteht die Gleichung 

“ k,.(H’).&,.{H) 
PD an 2 = BAe 
(Ca = THCO;). [HPO7) (5) 
Nach Einsetzen der entsprechenden Werte fiir k, und k, gelangt man zu 
den Formeln: 
72 
[Ca"}* — 340. 11,19. [H'} 


340 . 11 oy __ 61,68 . [Hj 
(HCO;).fHPO7)’ , 


)(HCO;).[HPO{) 
Zusammenfassung. 

1. Es wird nach dem Verfahren von Brinkman und van Dam 
das Ionenprodukt [Ca**].[C,0,;] gemessen und der Wert von 0,056 
bis 0,057 bestiitigt. 

2. Nach dem entsprechenden Verfahren mit Zufiigung des Bi- 
carbonations zu einer Kalklésung von bekanntem Gehalt und bei 


. **)]. [HCO;) 
bekannter [H ] wird der Quotient aa = 367,8 gefunden, 


womit der von Rona und Takahashi auf chemisch-analytischem Wege 
ermittelte Wert bestatigt wird. 
3. Die Anwendung des gleichen Prinzips ergibt fir den Quotienten 
**)]. {HP 
SE O4) den Wert 11,19. 
4. Die Beriicksichtigung der Phosphationen in einer bicarbonat- 
haltigen Calciumlésung fihrt unter Anwendung der oben ermittelten 
Quotienten zur Gleichung 


[Ca*} = 


(Ca"}] = (6) 





61,68.(H) 
){HCO;). [HPO%) 

















Beitrag zur kolorimetrischen Eisenbestimmang. 


Von 
D. v. Desed. 


(Mitteilung aus dem physiologischen Institut 
der k. ungarischen tierarztlichen Hochschule, Budapest. ) 


(Eingegangen am 6. Februar 1924.) 


Bei der Ausfihrung von Eisenbestimmungen an pigmentierten 
Knochen, die ich zur niheren Untersuchung erhielt, bediente ich mich 
des Rhodanverfahrens in der Form, wie sie von W. Aulenrieth und 
A. Funk (1) zur Eisenbestimmung im Blute angegeben wurde. Hierbei 
erhielt ich in dem mit 1,8 proz. HCl angefertigten Auszuge des Knochens: 


in 1,5 cem der Lésung bei n/2 HCl-Konzentration 16,7 */,999 mg Fe 


” 1,5 ” ” ” ” n/l ” 16,7 1/000 ” ” 
” ” ” ” %° n/2 ” 25,2 */s000 ” ” 
” 3 ” ”? %? ” n/l ” 33,7 a ‘y000 ” ” 


wobei natiirlich die untersuchten Mengen von 1,5 bzw. 3 ccm jedesmal 
auf 6ccm aufgefillt wurden. 

Es ergibt sich demnach, daB im doppelten Volumen des salz- 
sauren Auszuges nicht doppelt so viel, sondern um etwa 25 Proz. 
weniger als das Doppelte an Eisen nachgewiesen wurde, wenn die 
HCl-Konzentration n/2 betrug, hingegen fast genau das Doppelte bei 
Verwendung von n/l HCl. 

Um bessere Resultate zu erhalten und das eventuell organisch 
gebundene Eisen freizumachen, wurde der salzsaure Auszug ein- 
gedampft, der Riickstand verascht und in entsprechend konzentrierter 
HCl gelést, wobei die Lésung auf ihr urspriingliches Volumen auf- 
gefallt wurde. Da erhielt ich 

in 1,5 cem der Lésung bei n/2 HCl-Konzentration 6,0 */, 99. mg Fe 

be srr wt al 3 BOihid ww 

— a » 2,5n ee 5,0 */see0 +>» 

d. h. weit weniger als im entsprechenden Volumen des urspriinglichen 
Knochenauszuges. Es erschien ohne weiteres klar, daB fir die Un- 
stimmigkeiten im Verhalten des urspriinglichen Knochenauszuges die 
HCl-Konzentration verantwortlich zu machen war; fir die Unstimmig- 
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keiten im Verhalten der eingedampften und veraschten Lésung war 
es jedoch wahrscheinlich, daB hier auch die Phosphate auf die Reaktion 
stérend einwirken. Zur Klarung der Sachlage habe ich in verschiedenen 
Richtungen Versuche ausgefiihrt, iber die in nachfolgendem berichtet 
werden soll. 

Zunachst wurden in drei Versuchsreihen verschiedene, genau abge- 
messene Mengen einer Standardeisenlésung (enthaltend 5 Tausendstel mg 
Fe pro Kubikzentimeter) mit HCl in verschiedener Konzentration 
versetzt, das Gesamtvolumen jedesmal auf 6ccm gebracht und nun 
der Eisenbestimmung unterzogen. Aus den Ergebnissen dieser drei 
Versuchsreihen, die in der Tabelle I mitgeteilt sind, geht klar hervor, 
da8 man richtige Werte nur dann erhalt, wenn man n/1,5 bis n/2.5, 
also durchschnittlich n/2 HCl verwendet. 














Tabelle I. 
TS OT SEY Ay 
HCl-Kon.: * on - Cay HCl-Kon- i: ——— — 
wermin | aa | Mair | same | * ae | 
5 1/so09 Mg 1/s009 mg . hans mg J ~aeres 
3,5 | 10 6,7 1 15 bo 
1 | 10 98 1 ly 15 15.0 
Moa ha. Oe mp */ays 1b =| 15,0 
/ 15 | 139 
5 15 6,4 M/s 
3,5 15 8.6 iP 15 | 13°9 
2 15 13.4 35 0 a 
" a ‘Is 2 8 86| 200 





Betragt dagegen die HCl-Konzentration wesentlich weniger oder 
mehr, so liBt sich weit weniger Eisen nachweisen. Dieser Umstand 
war den genannten Autoren offenbar bereits bekannt, weil nach ihrer 
Vorschrift die Bestimmung bei einer HCl-Konzentration von n/2 HCl 
ausgefiihrt werden soll. Der stérende EinfluB der béheren HCl-Kon- 
zentration dirfte dadurch bedingt sein, daB das Fe(SCN),-Molekil, 
dessen undissoziierter Zustand die Firbung bedingt (2), durch die 
starke Siure in Anwesenheit von Ather zersetzt wird, wobei farblose 
Verbindungen entstehen. 

In einer anderen Reihe von Versuchen habe ich je 3 cem obiger 
Eisenlésung, enthaltend je 15 Tausendstel mg Fe, mit wechselnden 
Mengen einer 13,9proz. Na, HPO,- bzw. einer 60,2proz. NaH, PO,- 
Lésung und mit konzentrierter HCl (Kahlbawm) versetzt, und dann 
zur Ausfiihrung der Bestimmung jedesmal auf je 6ccm aufgefiillt. 
Da 100 ccm der erstgenannten Phosphatlésung 83 ccm n/l HCl, 100 cem 
der zweitgenannten Lésung dagegen 416cem n/l NaOH zu binden 
vermochten, muBte bei der Angabe der HCl-Konzentration diesem 
Umstande Rechnung getragen werden, und zwar muBte die gebundene 
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Sauremenge bei Verwendung von Na,HPO, in Abzug gebracht, die 
Aciditaét des NaH, PO, dagegen zu der Salzsiure hinzuaddiert werden. 

Auf diese Weise wurden folglich die in der ersten Spalte der 
Tabelle II angegebenen Werte der HCl-Konzentration berechnet. In 
den tbrigen Spalten sind die Fe-Mengen angegeben, die in den Ge- 
mischen nach Zugabe verschiedener Mengen des einen oder des anderen 
Phosphats nachzuweisen waren. 


Tabelle 11. 








Kolorimetrisch gefunden '/;99, mg Fe nach Zusatz von 


| 


HCl-Kon 
zentration | 
| normal 











7 mg 15mg | 65mg 130 mg 200 mg 300 mg 900 mg 
Na; HPO, | NaH,PO, | NazHPO, Na, HPO, | Na, HPO, Nal,PO, | NaH,PO, 
We a= ons — _— 0 _— _ 
1 '3 —— | =.» Pp y 0 — a= = 
‘a5 — ~ 12,2 _ — —- | - 
1, «|| (147 143 was wis she = ae 
‘Asi = ony — = —_ 0 — 
1 | 137 14,0 12,6 12,6 12,2 - nl 
1,5 | — — 13,5 12.6 12,6 0 | 0 
2.5 — — | 11,0 —_ 140 | 0 
3 —_ — _— —_ — 120 | 108 


Den Daten dieser Tabelle II ist ohne weiteres zu entnehmen, 
daB ich stets weniger Eisen nachweisen konnte, als in der Lésung 
tatsichlich vorhanden war, ja bei Zusatz grofer Phosphatmengen 
(300 bis 900 mg) und unterhalb einer bestimmten HCl-Konzentration 
tiberhaupt kein Fe nachzuweisen war. 

Die Wechselwirkung zwischen Phosphaten und Eisensalzen ist in 
der analytischen Chemie lingst bekannt, es wird doch die Phosphor- 
siure zur Beseitigung stérender Eisenmengen mit Erfolg verwendet, 
ohne jedoch, daB die Natur des hierbei sich abspielenden Prozesses 
bisher restlos geklart wire. Erst die Untersuchungen von Weinland 
und Ensgraber(3) haben die Natur der komplexen Ferriphosphat- 
verbindungen einigermaBen klargestellt, die als Derivate der Di- und 
Triphosphatoferrisiure Isomere des gewdhnlichen Ferriphosphats 
darstellen. Natiirlich kann diese Phosphorferrisiure mit den ver- 
schiedensten alkalischen und erdalkalischen Metallen Verbindungen 
eingehen und somit komplexe Salze bilden, in welchen das dreiwertige 
Eisen mit den gebrauchlichen Reagenzien [ausgenommen das K, Fe (CN ).] 
nicht ohne weiteres nachzuweisen ist. Die genannten Forscher haben 
die Salze auch rein dargestellt, der genauen Erforschung dieser Salze 
stehen jedoch ihre Léslichkeitsverhaltnisse im Wege, da_,,simtliche 
Salze im Wasser sehr schwer léslich sind, beim Kochen damit zersetzen 
sie sich nur sehr langsam, wobei das Wasser saure Reaktion annimmt". 
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Nicht nur das Kochen, sondern auch die Erhéhung der Siure- 
konzentration fihrt zu einer teilweise einsetzenden Spaltung dieser 
komplexen Verbindungen. So ist z. B. der vierten Spalte der Tabelle II 
zu entnehmen, daB bei Anwesenheit von 65mg Na,HPO, und einer 
HCl-Konzentration von n/2 statt 15 Tausendstel mg Fe blof 
12,2 Tausendstel mg nachgewiesen werden konnten, bei einer HCl-Kon- 
zentration von 1,5n dagegen lieBen sich bereits 13,4 Tausendstel mg 
vorfinden. Andererseits wurde, wie aus derselben Spalte der Tabelle II 
ersichtlich, bei weiterer Erhéhung der HCl-Konzentration wieder ein 
weit geringerer Wert fiir Fe erhalten. 

Hieraus ergibt sich, daB es sowohl von der Saurekonzentration, 
wie auch von der Menge der anwesenden Phosphate abhingt, wieviel 
sich vom tatsaéchlich anwesenden Eisen in der Lésung nachweisen laBt. 

Noch komplizierter gestalten sich die Verhiltnisse, wenn in einer 
Lésung neben Eisensalzen verschiedene phosphorsaure Salze vorhanden 
sind. In der Tabelle III sind die Ergebnisse mehrerer Versuchsreihen 
zusammengestellt, in denen in einer Eisenlésung bald Ca,(PO,),, 
Na, H PO, oder NaH, PO, allein, bald das Calciumsalz gleichzeitig mit 
je einem der erwihnten Natriumphosphate, bald auch alle drei Salze 
zugleich anwesend waren. 














Tabelle 111. 
eieectasentinsiat aisha ‘. 
Versuchs- | HC ra “a Kolorimetrisch 
nummer | Sees Na, HPO, NaH,PO, | Cas (PO): nachweisber 
normal | teen mg Fe 
mg ; led . AES eS - ae —_—_—_—————— 
L "ls — = |. 13,5 
: ’ = —- | 2% 13,5 
: vs — —- | 8 12'5 
: ia 65 - | = 122 
5 Ya 65 — 26 13,5 
- /a 65 = 52 11,0 
7 1 65 — 26 143 
: 2,5 <= 300 -- 13,9 
9 2.5 — 300 26 14,7 
10 1 — 300 26 14.7 
il his 65 300 aie 0 
12 1 65 300 26 14,7 
13 : 65 300 26 14,7 


Wie aus Tabelle III ersichtlich, erhielt ich in Versuch 4, wo 6,5 mg 
Na, H PO, allein vorhanden waren, 12,2 Tausendstel mg Fe, in Versuch 5, 
wo auBerdem noch 26 mg Ca,(PO,),. zugegen waren, 13,5 Tausendstel mg 
Fe. In Versuch 8, wo 300 mg NaH, PO, allein vorhanden waren, fand 
ich 13,9 Tausendstel mg Fe, kamen aber in diese Mischung wie im 
Versuch 9 noch 26 mg Ca,(PO,), hinzu, dann erzielte ich einen Wert von 
14,7 Tausendstel mg Fe. Es sei betont, daB hierbei in den verglichenen 
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Versuchspaaren die HCl-Konzentration identisch war. Endlich konnte 
ich in Versuch 11, wo 300mg NaH,PO, und 65mg Na, HPO, vor- 
handen waren, iiberhaupt kein Eisen nachweisen. Sobald jedoch, 
wie im Versuch 12, noch 26mg Ca,(PO,), hinzukamen, betrug die 
nachweisbare Eisenmenge 14,7 Tausendstel mg Fe. Die HCl-Kon- 
zentration war in diesen beiden Versuchen wohl nicht identisch, doch 
auch nicht wesentlich verschieden. Wohl enthielt das Kaliumphosphat 
als Verunreinigung etwas Eisen, doch kann durch diese Beimengung 
(44 Tausendstel mg in jedem Versuch) der groBe Zuwachs im Versuch 12 
durchaus nicht erklairt werden. 

Hierzu kommt noch ein weiterer Umstand, dem ebenfalls praktische 
Bedeutung beigemessen werden muB. Ich stellte Parallelversuche an, 
wo Lésungen, deren Zusammensetzung jenen in den Versuchen 10 
bis 12 entsprach, vor der Bestimmung des Eisengehaltes in Anwesenheit 
von Salzsiiure im Wasserbade erhitzt worden sind. Es wurden da 


nachgewiesen : 
in Versuch 14 16,2 7/999 mg Fe (statt 14,7 in Versuch 10) 
Lad ’? 15 15,9 2 ed %° ( ’” 0 %° ’° 11) 
1000 
%? ” 16 16,2 1 /se00 Lad ” ( ” 14,7 ” thd 12) 


Es folgt hieraus, daB durch das Erhitzen in Anwesenheit von Salz- 
sdiure die komplexen Phosphate, welche das Eisen in nicht reaktions- 
fahigem Zusiande enthalten, zersetzt werden und der Eisennachweis nun- 
mehr glatt verlaufen kann. DaB statt der zugesetzten 15 Tausendstel mg 
Eisenmenge durchschnittlich um 6 Proz. mehr erhalten wurde, rihrt 
teilweise von der erwihnten Verunreinigung des Calciumphosphats mit 
Eisen, teilweise offenbar von Versuchs- bzw. Ablesungsfehlern her. 

Auf alle Fille erscheint es aussichtsvoll, die Eisenbestimmung in 
phosphathaltigen Lésungen nach vorherigem Erhitzen mit Salzsiure 
auszufithren. 


Literatur. 
1) Autenrieth und Funk, Miinch. med. Wochenschr. 59, 765, 1912. — 
2) Rosenheim und Cohn, Zeitschr. f. anorg. Chem. 27, 296, 1901. — 3) Wein- 
land und Ensgraber, ebendaselbst 84, 340, 1914. 























Quellungsuntersuchungen am Diinndarm. 


Von 
D. v. Desed. 


(Mitteilung aus dem physiologischen Institut 
der k. ungarischen tierirztlichen Hochschule, Budapest.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1924.) 


Die Quellungserscheinungen geben wichtige Anhaltspunkte zur 
Charakterisierung der Kolloide. Es wurden daher die verschiedensten 
Stoffe zur Untersuchung herangezogen, und es wurde festgestellt, daB 
sich die Stoffe nicht nur in ihrem Wasserbindungsvermégen, sondern 
auch in ihrem Verhalten den verschiedenen Salzen gegeniiber unter- 
scheiden. Solches Verkalten laBt sich auch bei den tierischen Kolloiden 
feststellen. Schon das Fibrin, das allgemein fiir das Prototyp der 
Eiweiisubstanzen angenommen wird, hat andere Eigenschaften als 
das MuskeleiweiB. Vielmehr noch unterscheiden sich vom Fibrin die 
Lipoide, die gewissermaBen ein entgegengesetztes Verhalten bekunden. 
Dieses verschiedenartige Verhalten tritt besonders deutlich den H- 
und OH’-Ionen gegeniiber zutage. 

Die Quellung wurde seit den grundlegenden Untersuchungen von 
Fr. Hofmeister (1) immer wieder auch zur Deutung einiger Lebens- 
erscheinungen herangezogen und verkniipft sich fast untrepnbar mit 
der Lehre iiber die Resorption (2). Ich habe mir zur Aufgabe gestellt, 
die Quellungserscheinungen am Diinndarm zu studieren. Einerseits 
fand ich namlich in der mir zugiinglichen Literatur diesbeziiglich keine 
genauen Daten vor, und andererseits schien es von Interesse zu sein, 
das Verhalten eines Gewebes kennenzulernen, das schon unter physio- 
logischen Verhiltnissen in niachster Berihrung mit kérperfremden 
Flissigkeiten und Salzen steht. 

Von den drei Versuchsméglichkeiten, die zur Priifung von Quellungs- 
vorgangen dienen kénnen, ist in unserem Falle weder die Bestimmung 
der Volumzunahme, noch die des Quellungsdruckes anwendbar, es 
kann folglich nur die durch Wagung bestimmbare Gewichtszunahme 
in Anwendung kommen. Bei dieser Bestimmungsart werden die ab- 
gewogenen Gewebsstiicke in der Regel in die Flissigkeit hineingehangt. 
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zeitweise mit einem Glashikchen herausgezogen, mit Filtrierpapier- 
streifen abgetrocknet und nachher wieder gewogen. Es muB Sorge 
dafir getragen werden (3), daB die Gewebsstiicke von gleicher GréBe 
und Dicke seien, da sonst die Wasseraufnahme sehr ungleiche Werte 
liefern wiirde. Wohl ist die Dicke der Darmwand eine gegebene GréBe, 
werden jedoch auch gleich groBe Stiicke abgeschnitten, so fallt ihr 
Gewicht dennoch oft ungleich aus. Dies dirfte mit der ungleichmaBigen 
Kontraktion der Darmmuskulatur in Zusammenhang stehen. Das 
Abtrocknen mit Filtrierpapier gestaltet sich ebenfalls sehr umstandlich, 
es kénnen dabei leicht Gewebsteilchen abgerissen werden, und zwar 
dies um so mehr, als die Darmwand ihre Kontraktilitat lange beibehalt, 
wodurch ein Zusammenrollen der untersuchten Stiickchen bedingt 
wird. Die Mukosa wird nimlich herausgestilpt, die Serosa dagegen 
eingerollt, so daB das Abtrocknen sehr erschwert ist. Meine ersten 
Versuche haben eben deshalb keine brauchbaren Resultate geliefer'. 


Bei den Versuchen muBSte die Darmwand befestigt werden. Hierzu 
haben sich Wachslamellen vorziiglich bewahrt. Der Darm wurde in ent- 
sprechend breite Segmente zerschnitten, die Segmente aufgeschlitzt und 
nachher mit physiologischer oder irgend einer anderen entsprechenden 
Lésung abgespiilt, vorsichtig abgetrocknet und mit Stecknadeln an diesen 
Lamellen befestigt, deren Gewicht schon vorher bestimmt worden ist. 
Die Darmwand kam aber dabei mit der Lamelle in keinerlei Beriihrung, 
sondern schwebte an den Stecknadeln befestigt frei iiber ihr. 

Die Versuche wurden an Diinndarmstiicken des Hundes ausgefiihrt. 
Die Tiere wurden in Athernarkose durch Verblutenlassen getétet. Am vor- 
letzten Tage haben die Tierg keine feste Nahrung erhalten, in der Wasser- 
aufnahme wurden sie jedoch nicht eingeschrankt. Der Darm ist gewéhnlich 
1 Stunde nach der Operation zur Verarbeitung gekommen. Es wurden 
ungefahr 1,5 cm breite Segmente abgeschnitten, nachdem das Mesenterium 
und das Fettgewebe mit der Schere griindlich entfernt worden war. Die 
abgeschnittenen Darmstiicke wurden nun auch der Lange nach aufgeschlitzt. 
das Mucin mit einem Wasserstrah! entfernt, so da8 die Schleimhautfalten 
deutlich zum Vorschein kamen. Die Darmwand fing sofort an sich zusammen- 
zurollen, sie wurde deshalb mit Stecknadeln mit der Serosa nach unten 
auf einen Leinwandlappen ausgespannt und die Schleimhaut mit Filtrier- 
papier getrocknet, wobei jeder Druck peinlichst vermieden wurde. Die 
Darmstiicke wurden dann mit den Stecknadeln an den Wachslamellen 
befestigt. Die in einer Versuchsreihe zur Untersuchung gelangenden Darm 
stiicke kamen dann in ein groBes verschlieBbares GlasgefaB, dessen Boden 
mit feuchtem Filtrierpapier bedeckt war, und verblieben hierin, bis alle 
Glieder der Versuchsreihe zur Untersuchung vorbereitet waren. Waren 
simtliche Darmstiicke einer Versuchsreihe auf diese Weise vorbereitet, 
so kamen sie alle, nachdem ihr Gewicht bestimmt worden ist, zu gleicher 
Zeit in die zu untersuchende Lésung. Nach dem Verstreichen der gewaihiten 
Versuchszeit wurden die Lamellen aus der Fliissigkeit herausgehoben, an 
einem weichen Leinwandstiick schrig angelehnt, so daB das Wasser herab- 
flieBen konnte, und erst nach 5 Minuten mit Filtrierpapier getrocknet. 
Die auf diese Weise zur Wagung vorbereiteten Glieder wurden wieder 
im obigen GlasgefiBe aufbewahrt. Es gelang aber auch bei gréBter Sorgfalt 
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nicht immer, die Versuchsfehler unter 5 bis 10 Proz. herabzudriicken. Als 
Ursache hierfiir kann angenommen werden, daB das Gewicht der scheinbar 
gleich groBen Stiicke nicht immer ganz gleich war, andererseits aber haften 
die Muzinsubstanzen sehr zihe der Darmwand an, so da8 es nicht immer 
gelang, sie, ohne die Darmwand zu schidigen, ganzlich zu entfernen. Endlich 
muB8 auch die Zersetzung des Gewebes beriicksichtigt werden. 

In den folgenden Versuchen wurde vorerst der Einflu8 gepriift, den das 
Entfernen des Muzins verursachte. Von benachbarten Darmstiicken wurden 
einige durch Abwaschen mit destilliertem Wasser von Muzin befreit, andere 
dagegen zwischen zwei befeuchtete Filtrierpapierstiickchen gelegt, um das 
Ablésen von Muzinteiichen zu verhindern, und dann zur Untersuchung 
gebracht. Die Resultate sind in Tabelle I zusammengefaBt und zeigen, 
daB das Wasserbindungsvermigen gewaschener und mit Muzin bedeckter 
Darmstiicke in destilliertem Wasser einen Unterschied von 10 Proz. ergibt. 
Da jedoch das Verwenden von Filtrierpapier sehr umstiandlich ist und dabei 
die Darmwand leicht gequetscht werden kann, so sah ich mich zur Ent- 
fernung des Muzins gezwungen. Dies schien mir um so zulissiger, als das 
Muzin doch nur ein Sekretionsprodukt der Darmwand darstellt. 














Tabelle I. 
| Anfangs- a ty ae eee ee ‘le 
| TS = . _- cal as: ” = Z 
Nr. f Darn. Gewicht Gewichtszunahme Gewicht Gewichtszunahme Bemerkung 
8 Be 3 8 Proz. g | 8 Proz. 
l 2,75 3,94 1,19 43,1 541 2,66 96,5 Das Muzin wurde 
301 | 423 | 122 | 401 | 585 | 284 | 945 | ttemt 
2) 288 | 413 | 1,25 | 43,6 | 5,73 | 285 | 98,7 | Wie vorher, aber 
| 323 4,38 115 | 356 601 | 2,78 85,9 | Mier bedeckt 
3 | 2,24 3,26 1,02 45,2 4,82 2,57 1144 | Mit Filtrierpapier 
259 375 | 116 | 448 446 | 288 1108 das eas on 
| entfernen 
al 2,74 | 419 | 1,46 53,2 5,66 | 2,92 105,9 || Das Muzin wurde 
| 298 | 439 142 | 47,6 | 589 | 291 97,7 || micht entiernt 


Die folgenden Versuche wurden ausgefiihrt, um zu ermitteln, ob 
zwischen verschiedenen Abschnitten des Diinndarms in Hinsicht ihres 
Wasserbindungsvermégens ein Unterschied besteht. Diese Untersuchungen 
wurden an Darmteilen ausgefiihrt, welche von beiden Enden eines 70 cm 
langen Darmstiickes abgetrennt wurden. Die Stiicke lie8 ich in destilliertem 
Wasser quellen. Die Ergebnisse der Tabelle IT lassen deutlich erkennen, 
daB zwischen den einzelnen Abschnitten des Diinndarms keine Unterschiede 
in ihrer Quellungsfaihigkeit nachzuweisen sind. 

Die Darmwand kann 116 Proz. ihres Gewichtes an Wasser in 18 Stunden 
binden, ohne damit das Quellungsmaximum erreicht zu haben. Es ist auf- 
fallend, da® in den parallelen Versuchen die gré8te Ubereinstimmung in 
der aufgenommenen Wassermenge nach 8 Stunden besteht, wihrend die 
Versuche von kiirzerer oder langerer Dauer gréBere Unterschiede unter- 
einander erkennen lassen. Dies kommt daher, daB die Momente, wodurch 
die Wasseraufnahme beeinfluBt wird, erst nach langeer Zeit allmihlich 
beseitigt werden und daher die Quellung erst nach etwa 8 Stunden in allen 
Darmstiicken gleichm&Big ausgeprigt erscheint und in den Versuchen 
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Tabelle II. 

| Antangs: Nach 2 Stunden | Nach 5 Stunden Nach 8 Stunden Nach 18 Stunden Ins. 

__ | Gewichts: | Gewichts- |__| Gewicht» || | Gewichts. || & 

ad | — Gew. zundhie Gew. —~ Gew., a 4 Gew. eer samt 
s js 8 Prog. | g 8 | Proz.|) _ . fs Proz.| g | 8 Proz. Proz. 
1 2,70 4,18 1,4855,0 5,03 0,84 31,3 5 46 0,44 16,1 5,65 0,19 7,0 1095 
2,30 3,65 1,3558,5 4,32 0,67 294 471 0,39 17,01 4.36 0. 14 63 1112 
2 249 3,91 1,4257,2 4,87 0,96 38,5 5,36 0,49 196 5,71 036 143 1295 
2.44 3,70 1,2651,7 4,51 080 32,9 494 043 17.9 521 0.27 109 1134 
3 1,92 3,07 1,15 59,7 3,69 0,63 32,6 4,00 0,31 162 408 0,08 42 112.6 
2,42 3,99 1,5764,6 480 0,81 33,5 525 045 184 5,28 0,03 13 1178 
wieder, welche linger als 8 Stunden dauerten, der allmihlich, dabei nicht 


in jedem Darmstiicke gleich stark einsetzende Gewebszerfall Gewichts- 
unterschiede bedingt. Die Wirkung der verschiedenen Salze wurde eben 
deshalb in Versuchen von kurzer Dauer untersucht. 

Zur Untersuchung der Salzwirkung wurden einerseits die Verbindungen 
des Natriums mit verschiedenen Anionen und andererseits die Verbindungen 
des Chlors mit verschiedenen Kationen herangezogen. Die Versuchs- 
fliissigkeiten wurden durch Verdiinnung von Standardlisungen hergestellt, 
die auf ihre Richtigkeit mit dem Eintauchrefraktometer gepriift wurden. 
Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen III, 1V und V zusammengefaBt. 
Die Salzwirkung erinnert an die Hojfmeistersche Reihe, es fallt jedoch auf, 
daB sich die Reihenfolge mit der Konzentration andert. Wiahrend nimlich 
bei n/40 Lésungen folgende Reihenfolge besteht: CO, > NO, > Cl > COO 
-CH, > Br > SO, > F — K > Na > Ba > Mg, Ca, verhalten sich die 
einzelnen Glieder bei n/10 Lésungen wie folgt: CO, > Br > NO, > CH, 
.COoO>F>CIl>S80O,—K>Na>Ca, Mg > Ba. Bei_isotonischen 
Lésungen wieder, die ich nach den Angaben von Landolt-Bérnstein (4) 
herstellte, l4Bt sich folgende Reihenfolge bilden: CO, > COO.CH, > NO, 
> Br > Cl > SO, — K > Ca > Mg > Na. Die Salzwirkungsreihe hat 
somit nur unter bestimmten Konzentrationsverhiltnissen Giiltigkeit, sie 
erfahrt Anderungen, sobald die Konzentration gedindert wird. Meine Ver- 
suchsergebnisse zeigen in dieser Hinsicht eine Ubereinstimmung mit den 
Versuchen von Lenk (5), der seine Quellungsuntersuchungen an Gelatine- 
platten und Bohnen ausgefiihrt hat. 

Tabelle V, in der die Quellungsergebnisse in isotonischen Lésungen 
aufgezeichnet sind, umfaBt Versuche von langerer Dauer. Die Wasser- 
aufnahme hat ihren hichsten Wert nach 25 Stunden noch nicht erreicht, 
die Fliissigkeit, obgleich in diesem Falle Thymol verwendet worden ist, 
war stark getriibt, und es bildete sich ein Sediment. Es muBte deshalb 
der Versuch nach 25 Stunden unterbrochen werden und es konnte daher 
das Quellungsmaximum nicht bestimmt werden. 

Vergleicht man diese Ergebnisse mit den in Tabelle II mitgeteilten 
Werten, so fallt auf, daB die Darmstiicke in destilliertem Wasser viel 
rascher quellen, als wenn auch Salze anwesend sind; die Salze begiinstigen 
daher die Quellung nicht, ihre Wirkung besteht vielmehr in einer Herab- 
setzung der Quellungsgeschwindigkeit. Uber das Quellungsmaximum 
kann natiirlich dabei keine Angabe gemacht werden. Dies diirfte bei den 
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Tabelle III. 


Lésungen von n/10 Konzentration. 





Anfangs- Nach 1 Stunde Nach 3 Stunden Nach 8 Stunden __ Ins- 


gewicht 
des ‘ Gewichts- Gewichts- : Gewichts- ge | Mitte! 
Darm- || Gew.| zunahme eW.| gunahme | C¥-| zunahme samt 
|| stiickes Pam 
g 8 g Proz. g g Proz. ei|e Proz. Proz. | Proz 
NaCl 2.79 3,06 0,27 9,67 3.46 040 143 3.73 0.27 9.7 33,7 32.6 
- 291 3,20 °028 85 3611041 141 387 026 89 315 °°”? 
NaCOo 234 2.73 039 16,7 3,00 0.27 115 3,29 0.29 124 406 38 6 
CH, 255 294 0.39 153 3.22'0.26 102 3.50 0.28 10.0 365 °° 
r 2,15 2,56 041 19,1 2,79 0,23 10,7 3,05 0,26 121 418 ,, 
Ma Be 2,30 273 0.43 18.7 3,00 0.27 11.7 3.27 027 117 422 *° 
». on 2.74 3,20 046 168 3,51 032 11.7 3.85 034 124 409 . 
NaNO, 2,48 2,92 043 17,3 3,20 0,28 11,3 3,52 0,32 12,9 41,5 41,2 
NaF 2.74 3,10 036 13,1 3.351025 92 3,66 031 113 33,6 35.1 
. 2,33 | 2,72 0,39 | 16,7 289/017 7,3) 3,18 0,29| 12.4 36,5)°" 
2,66 3,23 0,57 214 3,72 048 18,0 432 0,60 226 62,0 62.0 


Na,CO; — 3'06 2°76 0.50 221 3.18 042 185.366 048/212 619 
. 2,63 2,96 0,33 12,5 3,17 0.21 7,913.41 0.24 91 296 ... 
NaSOv 254 276 0,22 8,7 297/021, 83 3,22 0.25 98 26.8 7? 
HCI 246 3,00 0,54 22.0 3,50 0,50 20,3 3,79 0,29 118 54,1) 55, 
247 3,02 0.55 223 349/047 19.0 3.81 032 13.0 542 °** 

Lésungen von n/40 Konzentration. 

Nacl 2,00 | 2,44 044 22,0) 2,79 | 0,35 | 17,5) 3,13 | 0,34 | 17,0 56,5) 
. 175 2,19 0,44 25,1 2,54 0,35 20,0 2.79 0.25 143 59,4/°" 
NaCOO 1,93 | 234/041 21,2 2,64 0,30 15,5 3,01 0,37 192 560 5. 
.CH, 2.14 2,50 036 168 285 035 164 3,28 0,43 201 533 °° 
2.03 2.42 039/19.2 2.89 047 23.2 3,10 0.21 103) 52,7 .,. 


NaBr 199 225 0.26 13.1 2510.26 135 2:99 048 241 507, °17 
NaNO, | 186 226/040 21,6 262/036 19,4 2,98 036 194 602). . 
NaNO, | 9'97 247/040 193 285 038 184 325 0.40 193 57,0 536 


NeF 2,10 240 0,30 14,3 260/020 9,5 284 0,24 114 35,2 4. . 
179 2.10 0,31/ 17,3 222/012 67 2,510.29 16,2) 40.2 °'* 

Ne.CO 2,05 2,58 0,53 25,9 3,08 0,50 24,4 3,73 0,65 31,8 820 2, 
2°93 —- 907-272 0,65 314 3,16 0.44 213 3,80 0.64 30,9 83.6 * 
Na. 8O 2,30 2,72 0,42 18,3 3,13 0,41 17,8, 3,28 0,15) 65 42,6 es 
2°a | 184 (222/039) 213 2,56 0,34 18,6 2,80 0,24 13,1 53,0 *” 


physiologischen Vorgangen auch keine Bedeutung haben. Hier kommt es 
vielmehr auf die Geschwindigkeit an, spielt sich doch die Resorption in sehr 
kurzer Frist ab. 

Der Resorption wirken somit die Salze allgemein entgegen. An der 
Darmwand entfalten Salze keine quellende Wirkung. Es bestehen daher 
an der Darmwand in dieser Hinsicht ebensolche Verhiltnisse, wie im Binde- 
gewebe, Hauberrisser und Schénfeld (5) konnten da wenigstens bei Anwendung 
von Natriumsalzen keine quellungsbeférdernde Wirkung feststellen. Auch 
Hamburger (6) hat an den Epithelzellen der Darmwand nach Anwendung 
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Tabelle IV. 


Lésungen von n/10 Konzentration. 
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Nach 3 Stunden 





Antfangs- Nach | Stunde Nach 8 Stunden Ins 
gewicnt 
des i Gewichtss | Gewichtss» |. Gewichts-  8* Mittel 
Darm- || Gew. zunabme Gew.  zunahme Gew zunahme samt 
stuckes || : 
8 8 g  Proz 8 g C~WPrroz. g g Proz. Proz. Proz 
CaCl 243 2.72 029,119 3.0 028 11,5 3,23 0.23 95 32,9 315 
_— 2,36 2.57 O21 89 280 023 97 3,07 0.27 115 30,1 °° 
KCl 2.25 2,70 045 20.0 3,02 032 14.2 3.40 038 16.9 51,1 51.0 
255 3.04 051 203 341 037 145 382 O41 161 509 °” 
MeCl 220 244 0.24 109 256'012 55 2,90 0.24 110 273 30.5 
— 211 239 028 133 259 021 10.0 281 022 104 336 °"” 
BaCl 2,36 260/024 102 2,78 0,18) 7,6 2,99 021 89 267 goo 
2 2.04 2.25 021 103 238 013 64 259 021 103 27.0 “"" 
Lésungen von n/40 Konzentration. 
. 2,27 | 2,70 | 0,43 | 18,9) 2,92/ 0,22 9,7) 3,24 0,32! 14,1 42.7 ‘ 
CaCl, 195 228 033 169 259 021 108 279 0.20 105 382 *° 
KCl 195 2,53 0,58 29,7 2,97 044 226 340 043 22,1 744 .,- 
231 3,00 0,69 298 3.42 042 182 3.95 053 229 709 ‘~' 
: 2.07 254/047 22.7 283 029 14.0 3,14 031 15.0 51,7 - 
MgCl, 206 251/045 218 2.79 0.28 13,6 3,09 030 146 500 °°" 
BaCl 2,22 2,66 O44 18,7 2,92 0,26 11,7 3,33 O41 185 48.9 5, , 
2 188 231/043 22,9 258 0.27 144 2,92 034/181 553 °° 
Tabelle V. Isotonische Lésungen. 
Anfangs-| Nach 6 Stunden Nach 15 Stunden Nach 25 Stunden Ins. 
gewicht = . 
des 4 Gewichts- : Gewichts- ; Gewichts» 8 Mittel 
Darm- | Gew.| zunahme Gew.| zunahme Gew.| zunahme samt 
stuckes . 
2 g g Proz.| g g Proz.| g g Proz. Proz. Proz. 
NaCl 2,23 2.58 035 15,7 2,71 013 58 2,97 025 11,7 33,2 4). 
’ 2.42 | 2.63 0,21) 8,7 2,93 0,30 124'3,15'022 91 30.2 “°° 
NaCoo 2.67 | 3,42 0,75 28.1 3,98 0,56 21,0 442 044 165 655 65.3 
.CH, 2.00 2.57 0,57 285 3,00 043 21,5 3,30 030 150 65.0 °* 
245 287 042 17,2 3,08 021 86 3,26 039 159 416 ., 
NeBr 218 256 0.38 174 275 019 87 2:99 0.24 110 372 34 
NaNO 1,91 2,30 0,39 20.4 2,56 0,26 13,6 287/031 162 503 4. . 
so. = 2.15 263 048 223 2,85 022 102 3,16'031 144 47,0 " 
Na.CO 2,03 3,09 1,06 52,2 4,63 1,54 75.9 5,70 1,06 52,2 1803 2. | 
VMs 224 343/119 53.1 5,00 157 70,1 6,18 1,18 52,7 175.9°°” 
2.76 2.93 0.17 62 3.00 007 25 311/011 40 127 , 
Na,SO, 9'33 | 2'56 0.23 9.9 261 0.05 21.270 009 39 159 143 
KCl 222 2.80 058 26.1 3.22 042 189 3,53 031 140 590 60.7 
: 229 288 0,59 25.8 3,34 046 20,1 3,72 038 16,6 624 ~" 
Cacl 201 245 044 219 2.70 0,25' 124 2.79 009 45 388 38.9 
2 2.00 2.40) 0.40 20.0) 2,67 | 0,27 13,5 2,78 O11 55 390 ~~" 
MeCl 218 2,68 0,50 229 2.86 0,18 8,25 295 009 41 353 33 6 
eMs 248 2.95 047 19.0 3,16 021 846 327 O11 44 319 
Bioch be Zeitschrift Band 146. 99 
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Tabelle VI. 


Lésungen von n/10 Konzentration. 





Antangs- Nach 1 Stunde Nach 3 Stunden Nach 8 Stunden Ins. 





gewicht 
des q Gewichts- A Gewichts- . Gewichts+ ee = Mittel 
Darm- Gew.| zunahme |CE¥-| zunahme C€¥-| zunabme samt 
stiickes = 
8 zg g  Proz g g |Proz.| g | g | Proz.  Proz.| Proz 
~~ 2,15 250/035 16,3 2,73 0,23 10,7 3,57 0,84 39,1 | 66,0) 5) , 
. 2.24 2,60 036 16,1 284 024 10.7 3,51 067 29.9) 56.7 °° 
3 Ne SO 2,12 | 2,44 0,32 15,1 265 0.21) 99 2.91 0,26 123 37,3 9. 
ge) * 2,09 | 2,44 0,35 16,7 2,64 0,20) 96 291 027 140 403° 
= 
“lNaco, 2:05 | 2,68 | 0,63 30,7 3,20 0,52 25,4 3,87 0,67 32,7 88,8 oo. 
“2-186 | 2.44) 0.58 31.2 2.97 0.53 285 3.55 058 312 908 °” 
te tee 146 | 1,72 0,26 17,8 2,02 0,30 205 2,19 0,17 11,7 500 .., 
3 — 140 1,70 030 214 1,98 028 200 216 018 129 543 °°* 
3} vaso, Ill | 1,37 | 0,27 24,3 1,63 | 0,26 | 23,5 1,71 0,08 7,21 55,0 544 
sj em'* 1,40 | 1,73 | 0,33 | 23,6 2,05 0,32 22.9 2.15 010) 7,2 53,6 °° 
3 waco, be1S | 1,40/0,25 21,7 1,61 021 | 18,3 1,77 0,16 13,9 539.4, 
=Ne’™S 153 1,90 037 24.2 212/022 145 230 018 118 504 °** 


von NaCl-Lésungen immer eine Volumabnahme beobachtet, welche den 
osmotischen Differenzen nicht genau entsprach. Da der genannte Forscher 
die Epithelzellen durch Abschaben der Darmschleimhaut gewonnen hat, 
so wire man zu der Annahme geneigt, daB dabei auch Darmsaft und somit 
OH’-Ionen in die Versuchsfliissigkeit gelangten, und es ist bekannt, daB in 
Anwesenheit der H’- und OH’-Ionen die Salze allgemein quellungshemmende 
Wirkungen entfalten. Eben deshalb habe ich in einer Versuchsreihe auch die 
H’-Ionenkonzentration mit der Indikatorenmethode von Sdrensen gepriift. 
Gleich groBe Stiicke der gewaschenen und ungewaschenen Darmwand 
wurden in 200ccem destillierten Wassers quellen gelassen und die H’-Ionen- 
konzentration in verschiedenen Zeitintervallen gepriift. Es hat sich dabei 
ergeben, daB die H’-Ionenkonzentration fast genau dem des Neutralpunktes 
entspricht. Ich habe namentlich Werte von py, = 7,1 bis 7,2 gefunden und 
glaube daher, daB dadurch die quellungshemmende Wirkung der Salze 
erklirt werden kann. 

Um nun das Verhalten der Darmwand in verschiedenen Salzlésungen 
mit quergestreiftem Muskelgewebe zu vergleichen, habe ich aus dem Muse. 
obliquus abdominis internus eines Hundes Lamellen geschnitten, wo beide 
Oberflachen (Bauchfell und Aponeurose) von einigermaBen ahnlicher 
Beschaffenheit sind, wie die der Darmstiicke. Die Versuchsfliissigkeiten 
enthielten NaCl, Na,CO, und Na, SO, in n/10 Konzentration. Es ist von 
Interesse, zu verzeichnen, daB, obwohl auch die Darmwand ziemlich viel — 
allerdings nicht quergestreiftes — Muskelgewebe enthalt, auffallende Unter- 
schiede im Quellungsvermégen der Darmwand und der Muskellamellen 
bestehen. Wiahrend nimlich (s. Tabelle VI) bei der Quellung der Darmwand 
verschiedene Ionen einen verschiedenen Einflu8 auf die Menge des auf- 
genommenen Wassers ausiiben, verhalten sich verschiedene Salze wahrend 
der gewahiten Versuchszeit den Muskellamellen gegeniiber ziemlich gleich- 
maBig. Vielleicht lassen sich diese Erscheinungen als das Produkt der 
Quellung und der ihr entgegenarbeitenden osmotischen Vorginge deuten. 
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Zusammenfassung. 

Die quellende Wirkung verschiedener Salzlésungen wurde an 
Diinndarmstiicken des Hundes gepriift, welche, an Wachslamellen 
befestigt, in Salzlésungen gebracht wurden. Die Salzwirkung ist je 
nach der Konzentration der verwendeten Lésung verschieden und 
iuBert sich im allgemeinen in einer Herabsetzung der Quellungs- 
geschwindigkeit. 
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Untersuchungen iiber die Aminosiurenausscheidung 
des Siuglings im Hungerzustande und bei Eiweibiiberfiitterung 
nebst Bemerkungen zur Formoltitration in kleinen Harnmengen. 


Von 
F. v. Bernuth und F. Goebel. 


(Aus der Universitaéts-Kinderklinik zu Jena.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1924.) 


Dem Siugling ist eigentiimlich eine héhere Aminoséurefraktion 
im Harne, als das altere Kind und der Erwachsene sie aufweisen, d. h. ein 
gréBerer Prozentsatz des Gesamt-N im Harne entfallt auf den Amino- 
siure-N. Wiahrend iltere Kinder nach eigenen Untersuchungen im 
Durchschnitt eine Aminosiurefraktion von 1,85 Proz. haben, betrigt 
sie beim Saugling durchschnittlich 4,62 Proz. Die Angaben anderer 
Autoren (Pfaundler, Simon, Schlutz, Hadlich und Grosser) besagen 
dasselbe, wenn auch die betreffenden Werte bei dem einen héher, bei 
dem anderen tiefer liegen; das kommt daher, daB bei der zumeist an- 
gewandten Methodik der Formoltitration nach Henriques-Sérensen 
subjektive Unterschiede vorkommen kénnen, da nicht auf Farbumschlag, 
sondern bis zur starken Rotfirbung mit Phenolphthalein titriert wird. 
Unter den Siuglingen nimmt eine bestimmte Gruppe eine Sonder- 
stellung ein, nimlich die Friihgeborenen, d. h. Kinder mit einem Geburts- 
gewicht von unter 2500g, insofern, als bei ihnen die Aminosiure- 
fraktion im allgemeinen noch wesentlich héher ist als sonst beim Saéugling 
und Werte von 9,5 bis 25,5 Proz. erreicht. Mit der Unreife der Friih- 
geborenen hat diese Erscheinung unmittelbar nichts zu tun, da sie 
monatelang bestehen bleiben kann, bis zu einer Zeit also, wo der Reife- 
zustand der Kinder dem von ausgetragenen jungen Siuglingen gleicli- 
gekommen ist. 

Uberhaupt beruht unserer Ansicht nach das Phinomen der hohen 
Aminosaurefraktion beim Siugling nicht auf irgendwelcher Unreife 
oder Unterwertigkeit bestimmter Stoffwechselfunktionen, namentlich 
der Desaminierungsfahigkeit, sondern auf einer funktionellen Besonder- 
heit der Nieren. Denn der Aminosiurespiegel des Blutes liegt beim 
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Saugling nicht héher als bei alteren Menschen, und der EiweiBgehalt 
der Nahrung iibt keinen Einflu8 auf seine Hohe aus, selbst nicht, wie 
wir unten sehen werden, bei extremer Zufuhr von EiweiBkérpern. Die 
Niere des Siéiuglings scheint fir Aminoséuren durchlissiger zu sein als 
im spiteren Leben, und offenbar besteht dabei ein Zusammenhang 
mit den besonderen Ernahrungsverhiltnissen im ersten Lebensjahre. 
Der Saugling nimmt die zum Ersatz, zur Energieerzeugung und zum 
Ansatz notwendigen Nahrungsstoffe in einem sehr viel wasserreicheren 
Milieu zu sich als der altere Mensch, in der Milch und den bei kiinst- 
licher Ernahrung tblichen Milchverdiinnungen. Infolgedessen ist auch 
seine Harnausscheidung verhaltnismaBig gréBer als im spaiteren Leben, 
und einige Beobachtungen, die der eine von uns hat anstellen kénnen, 
lieBen Zusammenhinge zwischen Harnmenge und Aminosiurefraktion 
erkennen in der Weise, daB bei demselben Kinde und unter sonst gleichen 
Bedingungen bei einer wasserreicheren Nahrung die Aminosiure- 
ausscheidung héher ist als bei einer wasserairmeren Kost. 

Die Frage, ob der im Harne erscheinende Aminosiure-N aus dem 
Nahrungseiwei8 oder aus dem KérpereiweiB, also aus dem ektogenen 
oder endogenen Stoffwechsel stammt, ist belanglos geworden, seitdem 
wir wissen, daB der gesamte EiweiBabbau, der endogene ebenso wie 
der ektogene, tiber die Aminosiuren geht und es somit unmédglich ist, 
zu entscheiden, ob im Blute auftretende Aminoséuren aus dieser oder 
jener Quelle herriithren. DaB der Aminosiiure-N des Harns zum Teil 
aus dem Abbau des KérpereiweiBes stammt, geht daraus hervor, dab 
schon das Neugeborene am ersten Lebenstage Aminosduren im Harne 
ausscheidet. Aber in den ersten Lebenstagen, nachdem die Nahrungs- 
zufuhr eingesetzt hat und schnell zu der Héhe des Erhaltungs- und 
Anwuchsbedarfs ansteigt, ist die Aminosiurefraktion zunichst ver- 
haltnismaBig niedrig und erreicht erst mit dem Ende der Neugeborenen- 
periode die fiir den Saugling eigentiimliche Héhe (Simon). 

Es scheint, daB der Hungerzustand den EiweiBstoffwechsel im 
Sinne einer Herabsetzung der Desaminierung beeinfluBt; Erfahrungen 
beim Erwachsenen von Brugsch und Hirsch sprechen in diesem Sinne. 
Eigene Versuche, die der cine von uns an hungernden Siuglingen, 
natiirlich nur in ganz beschranktem Umfange, anstellen konnte, zeigten 
keine Erhéhungen der Aminosiurefraktion, sondern Werte, die cher 
tiefer lagen als tiblich. Me “a* 

Infolgedessen haben wir gerne die Gelegenheit benutzt, die Amino- 
sdéureausscheidung bei einem Neugeborenen zu untersuchen, das infolge 
eines angeborenen Verschlusses der Speiseréhre bis an sein Lebensende 
im absoluten Hungerzustande verharrte. Wir machten unsere Be- 
stimmungen am vierten Lebenstage, zu einer Zeit, wo das Kind noch 
nicht fieberte und keine Zeichen einer Lungenentziindung erkennbar 
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waren. Eine Pneumonie war wie immer in solchen Fallen unausbleiblich 
wegen einer nachgewiesenen fistulésen Verbindung zwischen dem unteren 
Osophagusabschnitt und damit dem Magen und der Luftréhre. In 
der Tat ist unser Patient dann auch 24 Stunden nach AbschluB unserer 
Untersuchungen an einer Pneumonie erkrankt. Wir legen deshalb 
Wert darauf, daB das Kind am Tage der Blut- und Urinentnahme 
noch gesund war, weil bei einer Pneumonie mit ihrem gesteigerten 
EiweiBabbau keine reinen Verhiltnisse mehr vorgelegen hatten. 

Die Blutuntersuchung nach Bang ergab folgendes (fiir 100 ccm 
Blut): 


mg Harnstoff-N mg Aminoséure-N mg Rest«-N 
21 46 67 


Dieser Wert von 46 mg Aminosiure-N ist abnorm hoch, der héchste, 
den wir je gefunden haben. Nach unseren Erfahrungen iiberschreitet der 
Wert beim normalen Séugling nicht die Héhe von 24mg. Ehe wir einen 
SchluB auf eine herabgesetzte Desaminierungsfahigkeit dieses hungernden 
Organismus ziehen, miissen wir die Aminoséureausscheidung im Harn 
bestimmen. Sie ergibt folgendes: 


Gesamt-N mg Aminosaure-N mg Aminosiure.N 
in 100 com Harn in 100 com Harn auf 100 mg Gesamt-N 
412 101,56 24.65 


Es ist also sowohl der Aminosiure-N des Blutes-abnorm vermehrt, 
als auch die Aminosiurefraktion im Harne ungewéhnlich hoch. Es 
kann also keine Retention von Aminoséure-N im Blute infolge einer 
geringen Ausscheidung durch die Nieren, vielleicht im Zusammenhang 
mit mangelndem Harnwasser, angenommen werden. Wir miissen den 
SchluB ziehen, daB unter dem EinfluB des Hungers in der Tat die 
Desaminierungsfahigkeit geschadigt ist. 

Um dafiir einen weiteren Anhalt zu bekommen, haben wir dem 
Kinde noch Aminosiure zugefiihrt, indem wir 2 g Glykokoll in wasseriger 
Lésung intravenés injizierten. Nach einer Stunde wurde Blut ent- 
nommen und analysiert und der Harn von dem Zeitpunkte der Injektion 
ab durch 6 Stunden aufgefangen, bis ebensoviel ausgeschieden war, 
wie wir vorher zur Bestimmung der Aminosiurefraktion zur Verfiigung 
gehabt hatten, niimlich 7,5ccem. Die Ergebnisse sind folgende: 

Nach Injektion von 2g Glykokoll fiir 100 ccm Blut: 


mg Harnstoff-N mg Aminosaure-N mg Rest-N 
23 22 45 
fiir den Harn: 
mg Gesamt-N mg Aminosaure-N mg AminosiuresN 
in 100 com Harn in 100 ccm Harn auf 100 mg Gesamt-N 
438 161,97 36,98 


Es hat also die Zufuhr des Glykokolls zu einer Ausschwemmung 
der Aminosiuren aus dem Blute gefiihrt; dabei ist im Harne nicht 











Aminosaurenausscheidung. 339 


nur die Aminosdurefraktion, sondern auch die absolute Menge der 
Aminosiuren angestiegen, da der Harn im ganzen etwas stickstoff- 
reicher geworden ist. Ob das Glykokoll mit ausgeschieden oder des- 
aminiert worden ist, muB dahingestellt bleiben, da seine chemische 
Identifizierung in so geringen Harnmengen, wie wir sie hier zur Ver- 
fiigung hatten, unmdglich ist. 

Die Héhe der Aminosiurefraktion ist von dem EiweiBgehalt der 
Nahrung, wenigstens bei natiirlicher und den tiblichen Methoden der 
kiinstlichen Ernahrung unabhingig; Brustkinder scheiden nicht mehr 
Aminoséuren aus als Kinder mit eiweiBreicherer Kuhmilchnahrung. 
Eine Reihe von Versuchen, die wir mit anderen Zielen anstellten, hat 
uns gezeigt, daB auch im UbermaB zugefihrtes und resorbiertes Eiweif 
im Stoffwechsel des Siéuglings genau so verarbeitet wird wie beim 
Erwachsenen. Der Aminosiiure-N im Blute erreicht bei mit EiweiB 
iiberfiitterten Sauglingen keine ibernormale Hohe, und die Aminosiure- 
fraktion im Harne ist nicht gréBer als in der Vorperiode. Wir haben 
eine Anzahl von Kindern zuerst mit einer konzentrierten Nahrung, 
der Buttermehlvollmilch nach Moro (Vollmilch mit 3 Proz. Mehl, 
5 Proz. Butter, 7 Proz. Zucker), ernihrt und dabei folgende Werte 
gefunden: 

l. im Blute (auf 100 cem): 





mg Aminosaure-N mg Harnstoff-N mg Rest-N 
ee 15 21 | 36 
Sk oe ee err 17 17 34 
ee ee ee 15 27 42 


2. im Harne: 





} mg Gesamt-N mg Aminosaure-N mg Aminosaure-N 
|| in 100 com Harn in 100 com Harn auf 100 mg Gesamt-N 
eee 161 | 17,1 | 10,6 

Ce Se ae eT 384 21,7 5,65 
3 97 | 6,1 6,25 


Dann wurde in dieser Nahrung das Fett durch isodyname Mengen 
von Plasmon ersetzt, so daB die Kinder in 500 bis 600g Vollmilch 
bei unvermindertem Koblehydrat 65 bis 70g Plasmon bekamen. Die 
entsprechenden Werte im Blute und Harne waren folgende: 


l. im Blute (auf 100 ccm): 





mg AminosauresN mg Harnstoff-N mg Rest-N 


ee Be 25 43 68 
es res 10 20 30 
3 15 34 49 





tj 
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2. im Harne: 





mg Gesamt-N | mg Aminosiure-N mg Aminosaure-N 
in 100 com Harn in 100 com Harn auf 100 mg Gesamt-N 


1695 42.7 | 2.5 
1526 53,3 3,49 
860 34 | 3,95 

Im Blute ist also bei der Uberfiitterung mit Eiwei8 der Amino- 
siure-N nur in dem Falle 1 vermehrt, im Falle 2 aber vermindert und 
im Falle 3 unverindert. Drei Bestimmungen an anderen Kindern, 
die in den Tabellen nicht aufgefiihrt sind, hatten ebenfalls einmal 
eine Verminderung, zweimal eine kleine Vermehrung des Aminoséure-N 
im Blute ergeben. Es steigt also bei tibermaBiger EiweiBzufuhr der 
Aminosiaurespiegel des Blutes entweder nur wenig und nicht tiber 
normale Werte hinaus an, oder er bleibt unveriandert, oder er nimmt 
sogar ab. Daraus folgt, daB der Saéugling auch unter diesen extremen 
Bedingungen eine vollwertige Fihigkeit zur Desaminierung besitzt. 
Die Aminosiurefraktion im Harne ist in allen drei Fallen gesunken. 
Selbstverstandlich ist waihrend der EiweiBiberfiitterung absolut mehr 
Aminosiure-N im Harne ausgeschieden worden als in der Vorperiode, 
denn die Aminosiurefraktion hat sich in einem geringeren Verhaltnis 
vermindert, als sich der Gesamt-N vermehrt hat. Aber das Verhialtnis 
von Aminosiiure-N zum Gesamt-N ist kleiner geworden, so daB also 
auch hiernach sicher keine Unterwertigkeit der Desaminierungsfahigkeit 
angenommen werden kann. 

Es bestitigen also diese Versuche mit Eiweibiberfiitterung unsere 
Ansicht, daB die hohe Aminosiurefraktion des Sauglings nicht in einer 
Unreife seines EiweiBstoffwechsels begriindet sein kann. 

Wir haben diese Aminosiéurebestimmungen, ebenso wie der eine von 
uns in seiner friiheren Arbeit, mit der Formoltitration nach Henriques und 
Sérensen vorgenommen und dabei einige kleine Modifikationen der Methode 
angewandt, die ihre Brauchbarkeit fiir unsere Zwecke erhéht haben. Nach 
der Originalvorschrift, wie sie zusammengefaBt Andersen angibt, erreicht 
man bei der Titration den richtigen Farbton — man mu8 Lauge zufiigen 
bis zu starker Rotfarbung mit Phenolphthalein — in folgender Weise: 
Man bereitet eine Kontrollésung, indem man 40ccm kohlensaurefreies 
destilliertes Wasser mit 20 cem der vorschriftsmaBig hergestellten phenol- 
phthaleinhaltigen Formolmischung versetzt und 5ccm n/5 Baryt- oder 
Natronlauge dazufiigt. Darauf wird unter Schiitteln mit tropfenweisem 
Zutun von n/5 Salzsiure zuriicktitriert, bis die vorher stark rote Fliissigkeit 
nur noch einen schwach rosa Farbton aufweist (erstes Stadium). Dann wird 
ein Tropfen n/5 Lauge zugesetzt, wodurch die Kontrollésung deutlich rot 
gefarbt wird (zweites Stadium), und dann noch weitere zwei Tropfen n/5 Lauge, 
wodurch die Fliissigkeit eine stark rote Farbe erhalt (drittes Stadium). 

Die zu untersuchende vorbereitete und mit der Formolmischung ver- 
setzte Harnprobe wird bis zu dieser letzten Farbenstiarke titriert, indem 
man aus der Biirette n/5 Baryt- oder Natronlauge zutraufeln l48t bis zur 
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Rotfarbung und dann noch einige Kubikzentimeter dazugibt. Dann wird 
mit n/5 Salzsiure zuriicktitriert, bis die Fliissigkeit rosa und deutlich heller 
als die Kontrollésung geworden ist, und jetzt Lauge zugefillt, bis der 
Farbton der Kontrollésung genau erreicht ist. 

Von der so verbrauchten Menge n/5 Lauge, abziiglich der verwandten 
Menge n/5 Salzsiure, wird die Menge n/5 Lauge abgezogen, die nétig war, 
um (gleichfalls unter Abzug der Menge n/5 Salzsiure) die Kontrollésung 
auf den stark roten Farbton zu bringen. Die Differenz zwischen diesen 
beiden Ziffern der jeweilig verbrauchten n/5 Lauge, multipliziert mit 2,8, 
gibt in Milligrammen die Menge des in der Harnprobe vorhandenen Amino- 
siure-N + Ammoniak-N an. Die Subtraktion des Ammoniak-N ergibt 
dann die Menge des freien Aminosiure-N. 

Bei unseren Untersuchungen im Séuglingsharn, besonders in solchen 
Fallen wie der mitgeteilte von angeborenem SpeiserdéhrenverschluB, stehen 
uns oft so geringe Mengen zur Verfiigung, daB man nicht in verschiedenen 
Urinportionen die Formoltitration und die Amoniakbestimmung vornehmen 
kann. Wir haben deshalb in der Regel nach Vorbehandlung des Harns 
mit Bariumchlorid und Bariumhydroxyd nach Kriiger und Reich das 
Ammoniak entfernt und eventuell bestimmt, dann den gesamten Riickstand, 
und nicht etwa, wie Henriques und Sdrensen angeben, nur einen aliquoten 
Teil davon, nach Lésung in Salzséure und vorschriftsmaBiger Neutralisation 
zur Formoltitration benutzt. Auf diese Weise wird die Titration in einer 
gréBeren Harnmenge ausgefiihrt als nach der Originalvorschrift, was dann 
nicht ohne Bedeutung ist, wenn man von vornherein nur wenig Urin zur 
Verfiigung hat. 

Bei der vorschriftsmaBigen Formoltitration auf Farbgleichheit mit der 
Kontroliésung verursacht hiaufig die Eigenfarbe des Urins, besonders in 
hochgestellten Harnen, mit denen wir in den mitgeteilten Untersuchungen 
zu arbeiten hatten, eine lastige Stérung, da man einen von der Kontroll- 
lésung stark abweichenden Farbton erhilt. Es gibt zwar Methoden, um 
die Eigenfarbe des Urins zu beseitigen (Sérensen und Jessen-Hansen, Bang), 
aber sie sind mehr oder weniger umstindlich. Deswegen haben wir in den 
mit Formol versetzten Harn so lange unter standigem Schiitteln auf weiBem 
Untergrund Lauge zutropfen lassen, bis der einfallende Tropfen nicht mehr 
eine deutlich erkennbare rote Farbwolke erzeugte. 

In Kontrollversuchen wurde bestimmt, wieviel Lauge zu derselben 
Menge neutralisierter, mit Phenolphthalein versetzter Formollésung zu- 
gegeben werden muBte, bis ebenfalls der einfallende Tropfen Lauge als rote 
Wolke nicht mehr deutlich zu erkennen war. Die Differenz zwischen der 
ersten und zweiten Ziffer fiir die verbrauchte Lauge ergibt die Menge der 
zu der Neutralisation der Aminoséuren verbrauchten Lauge. DaB® so auf 
starke Rotfairbung titriert wird, ist klar; zu hohe Werte kénnen sich kaum 
ergeben, da die Rotfairbung in der reinen Formollésung ebenso intensiv 
sein muB, wie in dem Urin. Die Eigenfarbe stért nicht, selbst wenn sie stark 
hervortritt, und schlieBlich erspart man sich die Herstellung einer Kontroll- 
lésung fiir jede Titration. Denn wenn man den vorbehandelten Urin immer 
mit derselben Menge neutralisierten Formols aus derselben Standflasche 
versetzt, weiB man ein fiir allemal, wie viel Lauge zu der Rotfirbung des 
Formols allein verbraucht wird. Diese beiden kleinen Modifikationen, die 
das Prinzip der Methode nicht beriihren, haben sich uns in den friiheren 
und jetzigen Bestimmungen des Aminosiiure-N im Harn gut bewiihrt. 
Uber methodische Einzelheiten siehe die friihere Arbeit von Goebel. 
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Uber den Harnstoffgehalt der roten Blutkérperchen. 


Von 
Zoltan Aszodi. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der k. ungarischen Universitat 


Budapest. ) 
(Eingegangen am 11. Februar 1924.) 


Bei der prinzipiellen Wichtigkeit der Frage tiber die Verteilung 
gewisser geléster Bestandteile (Glucose, Cl, Reststickstoff) im Blute, 
und — hiermit im Zusammenhang — der Frage, ob die roten Blut- 
kérperchen fir diese Stoffe durchgingig seien oder nicht, wirkt es 
durchaus nicht klirend, wenn nach der einen Ansicht alles, was von 
diesen Stoffen im Blute enthalten ist, im Plasma, nichts von ihnen 
in den roten Blutkérperchen zu finden sei, nach einer zweiten Ansicht 
die genannten Stoffe in Plasma und in Blutkérperchen in gleicher, 
nach einer dritten Ansicht in verschiedener Konzentration (im Plasma 
mehr) angetroffen werden. 

Wiahrend es in einfacheren Problemen ein leichtes ist, die Ergeb- 
nisse der Autoren nach den mitgeteilten Verfahren und Untersuchungs- 
belegen zu beurteilen, haben wir es bei der Bestimmung der genannten 
Blutbestandteile mit recht heiklen Verfahren, zudem im Blute mit 
einem Medium zu tun, durch dessen EiweiBreichtum die Schwierig- 
keiten der Bestimmungen noch um ein Vielfaches gesteigert werden; 
was zur Folge hat, daB sich die Ergebnisse der verschiedenen Autoren, 
ob dieselben oder aber verschiedene Verfahren angewendet wurden, 
in den meisten Fallen nur schwer kontrollieren und beurteilen lassen. 
Auf ein solches beinahe aussichtsloses Unterfangen will ich nach Tunlich- 
keit verzichten und im nachstehenden einfach tiber Versuche berichten, 
aus denen hervorgeht, daB im Harnstoffgehalt von Plasma und roten 
Blutkérperchen des Menschenblutes am Nierengesunden kein nachweis- 
barer Unterschied besteht, daB aber das Plasma im Blute von Nieren- 
kranken den Harnstoff in etwas gréBerer Konzentration enthalten kann 
als die roten Blutkérperchen. 
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Methodik. 


Die Harnstoffbestimmungen wurden in dem von mir seinerzeit be- 
schriebenen, Haimocarbamidometer') benannten Apparate mittels des von 
Partos*) und dann von mir*) beschriebenen Ureaseverfahrens ausgefiihrt, 
das darin besteht, da8 Harnstoff durch die Urease in kohlensaures Ammonium 
verwandelt, aus diesem die Kohlenséure in Freiheit gesetzt und aus dem 
hierdurch erzeugten Druck auf die Menge des urspriinglich vorhanden 
gewesenen Harnstoffs gefolgert wird. Zu den Versuchen diente mir das 
Blut nierengesunder und nierenkranker Menschen; und zwar wurde in 
einer Gruppe der Versuche Gesamiblut und Serum, in einer anderen Gruppe 
Gesamiblut, Serum und Plasma geprii/t. 

Gesamiblut. Es wurde die Venaepunktion ausgefiihrt, 10 bis 15 ecm 
Blut direkt aus der Punktionsnadel in einem kleinen Proberéhrchen auf- 
gefangen, letzterem sofort mittels einer kalibrierten Pipette 3 bis 5 ecm 
entnommen und zur Verhiitung der Gerinnung in ein kleines Kélbchen 
flieBen gelassen, das genau mit demselben Volumen einer 0,25 proz. Lésung 
von oxalsaurem Kalium beschickt war. Diese Lésung enthielt auch 0,5 Proz. 
Weinsiure, welch letztere die Aufgabe hatte, priaformierte Koblensiure 
aus der zu untersuchenden Fliissigkeit auszutreiben. Wiahrend aber dies 
am Serum, wie ich seinerzeit mitgeteilt habe*), vollkommen gelingt, bleibt 
im Blute immer ein Rest von Kohlenséure zuriick, der erst durch die ver- 
diinnte Schwefelsiure ausgetrieben werden kann. Da nun diese Kohlen- 
siure zu derjenigen hinzutritt, die aus dem umgewandelten Harnstoff 
hervorgeht und eine gréBere Menge von Harnstoff vortéuschen kann, als 
in der Tat vorhanden war, miissen bei der Untersuchung des Blutes zwei 
mit Blut und Schwefelséiure beschickte Apparate aufgestellt werden, und 
zwar einer ohne und ein zweiter mit Urease. Der Hg-Anstieg, den man im 
erstgenannten Apparate erhalt, wird von dem Anstieg im zweiten abgezogen ; 
es ergibt sich ein Wert, der genau dem Harnstoffgehalt der untersuchten 
Fliissigkeit entspricht. 

Serum. Gleich nach der ersten wurde eine zweite Blutprobe, etwa 
10 cem, in einer kleinen Probierréhre aufgefangen und der Spontangerinnung 
iiberlassen. Vom Serum wurden einige Kubikzentimeter mittels einer genau 
graduierten Pipette abgehoben, mit genau demselben Volumen der oben 
(beim Gesamtblut) verwendeten Oxalat-Weinsiureliésung vermischt und 
dann der weiteren Behandlung zugefiihrt. 

Plasma. a) Eine dritte Blutprobe, etwa 15 ccm, wurde in einem 
Zylinderglas mit eingeschliffenem Glasstopfen aufgefangen, der mit 4 bis 
10 mg Hirudin beschickt war, gut durcheinandergemischt und zentrifugiert. 

b) In einer anderen Reihe von Versuchen wurde diese dritte Blutpre be 
ohne jedweden Zusatz in einem mit Paraffin ausgegossenen Zentrifugier- 
réhrehen aufgefangen und zentrifugiert (Tourenzahl 2000 pro Minute). 
Da die Zentrifugierréhrchen vorangehend austariert waren und die Venae- 
punktion kaum fiinf Schritt weit von der Zentrifuge ausgefiihrt wurde, 
dauerte es keine ganze Minute bis zum Beginn des Zentrifugierens, keine 
4 Minuten bis zur erfolgten Trennung von Plasma und Blutkérperchen. 


1) Z. Aszédi, diese Zeitschr. 184, 546. 
®) S. Partos, ebendaselbst 108, 292. 
3) Z. Aszédi, ebendaselbst 128, 391. 
*) Le., S. 548. 
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Von dem nach der einen oder anderen Art gewonnenen klaren Plasma 
wurden 2 bis 3ccm mittels einer genau kalibrierten Pipette abgehoben, 
mit dem gleichen Volumen der oben verwendeten Oxalat -Weinséurelésung 
vermischt und der weiteren Behandlung zugefiihrt. 


Am Serum und am Plasma war dem Oxalat selbstredend keine Rolle 
mehr zugedacht; ich habe es bloB verwendet, um bei der Ureasegirung 
identische Verhiltnisse, wie sie am Blute gegeben waren, zu schaffen. 


Versuchsergebnisse. 





Tabelle I. 
Versuchs- Datum des 7 An Nicrengesunden Harnstoff mg in 100 com 
nemensr Versuches Gesamtblut Serum | Plasma 
1 17.1. 1923 | 24.0 241 ~— 
2 22.1. 1923 | 27.1 26.2 on 
3 15. X. 1922 | 28.6 | 30.8 ioe 
4 11. X. 1922 | 29.2 29.9 “= 
5 20.1. 1923 | 30/9 30.9 RS 
6 18.1. 1923 312 32.8 i 
7 25.1. 1923 31.7 33.1 jie 
s 24.X. 1922 34,7 35,8 
9 22.X. 1922 35,1 34.2 : 
10 31.X. 1922 35,6 34.8 “ 
il 23.1. 1923 36.0 34.5 = 
12 | 13. XII. 1922 36.4 36,0 iat 
13 --s«10. IT._-:1928 37.1 36.8 ee 
14 | 12.X. 1922 40.6 40.0 7 
15 22. 1X. 1923 a . 36.6 ry. 
495.7 496.5 oa 
Mittelwerte . 33.0 33,1 jn 
16 10. XI. 1923 | 17,0 19.0 19,0(P) 
17 24. 1V. 1923 | 22.6 23.9 23,4 (P) 
18 22.11. 1923 | 24.9 24.9 25,5 (H) 
19 2. II. 1923 | 25.4 24.2 24,7 (H) 
20 29. IIT. 1923 | 264 26,0 26,7 (H) 
21 18, IV. 1923 29.9 27.3 26,6 (P) 
22 17.IV. 1923 | 307 | 380 40,0 (H) 
. . | 185,9 | 183,3 185.9 
Mittelwerte . 26.6 | 262 | 26.6 


(P) = Zentrifugieren in mit Paraffin ausgegossenen Réhrchen. 
(H) = Zentrifugieren des mit Hirudin versetzten Blutes. 


A. In der Tabelle I sind die Ergebnisse der am Blute von 22 Nieren- 
gesunden ausgefiihrten Versuche zusammengestellt. Sie lassen sich 
sofort iiberblicken: An Nierengesunden ist die Harnstoffkonzentration 
im Gesamiblute und im Serum, wie aus den Versuchen 1 bis 15 hervorgeht, 
die nimliche; und, wie aus Versuchen 16 bis 22 hervorgeht, auch am 
Plasma dieselbe, es kann also keine Rede davon sein, daf, wie Falta 
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und Richter-Quittner') gefunden haben, die Blutkérperchen keinen Rest- 
stickstof{f enthalten. Die genannten Autoren auBern sich im AnschluB 
an ihre mit Traubenzucker ausgefiihrten Versuche*) wértlich wie folgt : 

. sich nur dann, wenn die Gerinnung vollstandig verhindert oder 
vollstandig herbeigefiihrt ist, die Werte im Plasma vollkommen mit 
denen im spontan geronnenen Serum decken ...‘. Diese Bedingungen 
sind in meinen Versuchen 16 bis 22 restlos erfiillt und ist die Uberein- 
stimmung im Harnstoffgehalt von Serum und Plasma eine vorziigliche. 
Wenn nun dieselbe Harnstof{fkonzentration auch im Gesamtblute angetroffen 
wird, so gibt es hierfiir, wie immer das Blut vorbehandelt wurde, blog 
eine einzige Erkldérung: daB es némlich keinen Unterschied in der Harnstoff- 
konzentration zwischen Plasma und roten Blutkérperchen gibt. Wiwrden 
die Blutkérperchen keinen oder auch nur weniger Harnstoff als das 
Plasma enthalten, so miiBbte selbstredend die Harnstoffkonzentration 
im Gesamtblute kleiner als im Plasma (oder im Serum) angetroffen 
werden. Auch der etwaige Einwand, daB der Harnstoff nachtraglich 
in die ladierten Blutkérperchen hineindiffundiert ware, widerlegt sich 
von selbst, da ja auch in diesem Falle die Harnstoffkonzentration 
im Gesamtblute abnehmen bzw. geringer als im Serum oder im Plasma 
hatte erscheinen miissen. 

Auch der Umstand, daB ich die relativen Blutkérperchenvolumina 
stets unberiicksichtigt lassen konnte und doch zu denselben Resultaten 
kam, spricht fir die Richtigkeit meiner Ergebnisse. Denn nur in dem 
einzigen Falle, wenn die Harnstoffkonzentration in Plasma und in den 
Blutkérperchen die nimliche ist, sind die Volumina der letzteren fir 
das Endergebnis belanglos; d. h. 100 Raumteile Blut, bestehend aus 
x Raumteilen Plasma und y Raumteilen Blutkérperchen, enthaltend 
je zProz. Harnstoff, miissen stets eine Konzentration von z Proz. 
haben, welchen Wert immer wir fir x und fiir y einsetzen. 

B. Die am Blute von 11 Nierenkranken ausgefiihrten Unter- 
suchungen fiihrten zu etwas abweichenden Resultaten, die in Tabelle I 
zusammengestellt sind. Wie aus dieser Tabelle hervorgeht, erhielt 
ich im Gesamtblute mit einer einzigen Ausnahme stets etwas geringere 
Werte als im Serum bzw. im Serum und im Plasma. Die Unterschiede 
habe ich berechnet und in Tabelle III zusammengestellt. 

Bei so geringen Ausschligen wiirde ich vielleicht nicht anstehen, 
sie als aus unvermeidlichen Versuchsfehlern herrihrend anzusehen; 
doch ist zu bedenken, daB es sich um 15 Bestimmungspaare (11 Be- 
stimmungen am Gesamtblute, 1] am Serum und 4 am Plasma) handelt, 
von denen nur ein einziges Bestimmungspaar im Gesamtblute mehr 
Harnstoff ergab als im Serum. 


1) W. Falta und M. Richter-Quittner, diese Zeitschr. 100, 148. 
2) Dieselben, ebendaselbst 129, 580. 
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Tabelle II. 
Versuchs- Datum des An Nierenkranken Harnstoff mg in 100 ccm 
areeammiad Versuches Gesamtblut Serum Plasma 
23 10 II. 1923 78,7 815 — 
‘ "wv 96 84.5 85.8 — 
24 17. XI. 1922 89.7 913 oa 
25 1 19.1. 1923 93,1 93,9 — 
26 28.1. 1923 162,7 166,3 — 
27 13. XI, 1922 234.5 258,7 — 
28 15. XI. 1922 2415 260.0 ~- 
29 10.11. 1923 505.4 516.8 — 
1490, 1 1554.3 ~— 
Mittelwerte . 186.2 1943 = 
30 22. III. 1923 474 49.2 48.9 (H) 
31 26. LX. 1923 164.9 161.3 166,0(P) 
32 24. ITT. 1923 165.8 168.6 173.3 (H) 
33 18.11, 1923 682,2 694,6 697,8 (H) 
1060.3 1073.7 1086.0 
Mittelwerte . 265.1 268 4 2715 
Tabelle III. 
Im Gesamtblut weniger (—) oder Im Gesamtblut weniger (—) oder 
VUncunshes mehr (+) als im a mehr (+) als im 
nummer Serum Plasma |) nummer Serum Plesma 
¥ Proz Proz. Proz. Proz 
23 —34 —_ 29 — 22 — 
24 —75 -- 30 — 3,7 — 3,1 
si —17 _— 31 + 2,2 — 0,7 
25 — 09 — 32 —17 —43 
26 — 2,2 _ 33 —18 — 22 
27 —93 —- 
28 — 7,1 _ 





Ich weiB fir diese Erscheinung keine bessere Erklirung als die, 
die den Andresenschen Befunden') zugrunde liegen mag; allerdings 
nicht in dem von diesem Autor angenommenen Sinne einer gesetz- 
maBigen Verteilung des Harnstoffs zwischen Plasma und Blutkérperchen, 
wonach unter den von Andresen getroffenen Versuchsbedingungen die 
Harnstoffkonzentration im Plasma etwa das Dreifache der Konzen- 
tration in den Blutkérperchen betriige. 

Ohne auf das Problem der Durchgingigkeit der Blutkérperchen 
fir Harnstoff hier eingehen zu wollen — da ja diese Arbeit bloB den 
Harnstoffgehalt der Blutkérperchen zum Vorwurf hatte —, muB ich 


1) K. L. Gad Andresen, diese Zeitschr. 116, 266. 
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diese Frage doch fliichtig berithren, indem ich mir den Unterschied 
in den Befunden an Nierengesunden und an Nierenkranken wie folgt 
zu erkliren versuche. 

An Nierengesunden ist der Harnstoffspiegel im Plasma, mit Aus- 
nahme gewisser, der Nahrungsaufnahme folgender Perioden, ein kon- 
stanter, indem sich Harnstoffzufuhr (von den arbeitenden Zellen her) 
und Harnstoffabgabe (durch die Nieren gegen den Harn zu) das Gleich- 
gewicht halten; dementsprechend haben die Blutkérperchen im Blute 
der Nierengesunden (die zwar nicht immer auf niichternen Magen, 
doch stets ohne EiweiBnahrung genossen zu haben, von mir untersucht 
wurden), den Harnstoffgehalt des sie umgebenden Plasmas schon lingst 
angenommen gehabt. Findet jedoch, wie in gewissen Nierenkrankheiten, 
oder in gewissen Stadien derselben, eine zunehmende Anreicherung 
des Plasmas an Harnstoff statt, so passen sich die Blutkérperchen 
der zunehmenden Harnstoffkonzentration des umgebenden Plasmas 
mit der Zeit zwar wieder an, doch bedarf es hierzu immerhin einer 
bestimmten Zeitdauer. Dieser Zeitverlust kann aber nicht eingebracht 
werden, wenn, wie dies noch am ehesten in meinen Fallen 27, 28, 29 
und 33 angenommen werden kann, der Harnstoffgehalt des Plasmas 
inzwischen weiter zugenommen hat. 

Allerdings ist es auch méglich, daB es sich um Unterschiede in 
der Léslichkeit des Harnstoffs — im wasserreicheren Plasma einerseits, 
in den wasserirmeren Blutkérperchen andererseits — handelt; und 
zwar um Unterschiede, die sich in meinen Fallen 27, 28, 29, 33 bemerkbar 
machen, da es sich hier um recht groBe Werte handelt, die von den 
unvermeidlichen Versuchsfehlern nicht verdeckt werden kénnen; hin- 
gegen in den an Nierengesunden ausgefiihrten Versuchen 1 bis 22 
unentdeckt bleiben und auch bleiben muBten, weil ja hier die Versuchs- 
fehler zwar von derselben GréBenordnung wie oben, jedoch offenbar 
gréBer sind als der etwaige Unterschied im Harnstoffgehalt von Plasma 
und Blutkérperchen. Diese Annahme wiirde zu der von Andresen an- 
genommenen Verteilung fiihren, allerdings in einem ganz anderen 
Verhaltnis, als von Andresen fiir diese Verteilung angenommen wird. 








Untersuchungen iiber den Acetaldehydgehalt des Harns 
bei Gesunden und Kranken. 


Von 
Wilhelm Stepp und Irene Rothman-Manheim. 
(Aus der medizinischen Klinik zu GieBen.) 


(Eingegangen am 11. Februar 1924.) 


Im Verlaufe von Untersuchungen iiber die reduzierenden Sub- 
stanzen des Blutes bei Diabetikern machte W. Stepp vor einiger Zeit 
die Beobachtung, daB unter diesen zuweilen fliichtige Stoffe von 
Aldehydcharakter nachzuweisen sind!). Substanzen der gleichen Art 
finden sich, wie bald gezeigt werden konnte*), auch im Harne. Es 
gelang Stepp und Feulgen, durch Anwendung des von Vorldnder ent- 
deckten und von C. Newberg zuerst zur Identifizierung von Aldehyden 
benutzten Kondensationsverfahrens mit Dimethylhydroresorcin (,,Di- 
medon“ nach Newberg) den exakten Nachweis zu fiihren, da®B der 
fliichtige Aldehyd aus Acetaldehyd besteht'). 


Schon vor der sicheren Identifizierung hatte W. Stepp die Vermutung 
ausgesprochen, da8 es sich um Acetaldehyd handle, und es war der Versuch 
einer quantitativen Erfassung des Aldehyds unternommen worden *). 
Freilich standen dem nicht geringe Schwierigkeiten entgegen. Es lie8 sich 
namlich der fliichtige Aldehyd stets nur bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
Aceton nachweisen. Das der quantitativen Aldehydbestimmung dienende 
», Bisulfit’*-Verfahren von Ripper konnte aber nicht ohne weiteres benutzt 
werden, da auch Aceton mit Bisulfit reagiert. Diese Tatsache an sich hatte 
kein uniiberwindliches Hindernis bedeutet, da man den Aldehyd durch 
Oxydation (mit H,O, nach Shaffer, mit Ag,O nach Friedmann und Embden) 
leicht entfernen und danach feststellen konnte, welcher Tei! der an Bisulfit 
gebundenen Stoffe dabei verschwand. Doch war die Voraussetzung fiir 
ein solches Vorgehen die, da8 Aldehyd und Aceton gleich prompt mit 
Bisulfit reagierten. Das war indes nicht der Fall*). 


1) Stepp, Zeitschr. f. phys. Chem. 107, 29, 1919; diese Zeitschr. 107, 
60, 1920. 
2) W. Stepp und H. Lange, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 184, 47, 1920. 
8) W. Stepp und R. Feulgen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 114, 301, 1921. 
4) Stepp und Engelhardt, diese Zeitschr. 111, 1920. 
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Aber auch der andere Weg, nimlich die Anwendung des Jodbindungs- 
verfahrens, das die Grundlage der Acetonbestimmungsmethode nach 
Messinger-Huppert bildet, schien nicht ohne weiteres gangbar. Denn obwohl 
Aldehyde mit alkalischer Jodlésung unter Jodoformbildung reagieren, 
erfolgt dieser Vorgang bei weitem nicht so regelmaéBig, sicher und rasch 
wie der analoge beim Aceton, so daB also das Messinger-Huppertsche 
Verfahren zur quantitativen Erfassung von Gesamtaceton + Aldehyd in 
der gewéhnlichen Form nach Embden-Schmitz nicht zu verwenden war’). 

Nun hatten v. Fiirth und Charnaf gezeigt, daB unter Einhaltung ganz 
bestimmter Bedingungen (hochgradige Verdiinnung, tropfenweiser Zusatz 
der Jodlésung, starke alkalische Reaktion, niedrige Temperaturen) das 
Jodoformverfahren doch zur quantitativen Aldehydbestimmung brauchbar 
ist, und Stepp und Engelhardt!) konnten auf Grund eigener auf diesen 
Punkt gerichteter Untersuchungen im ganzen diese Anschauung bestitigen. 
Freilich, ideal war die Methode nicht, aber sie war die einzige, mit der man 
eine annahernde Vorstellung tiber den Gehalt einer Fliissigkeit an Aldehyd 
in Gegenwart von Aceton gewinnen konnte. Jedenfalls war es dem von 
Jolles modifizierten Ripperschen Bisulfitverfahren'), bei dem auch®* das 
Aceton quantitativ mitbestimmt werden kann, unbedingt vorzuziehen, 
da die dafiir geforderten Bedingungen sehr umstindlich sind und die 
Genauigkeit der Methode ganz von deren Einhaltung abhingt. 


Um ein ungefahres Urteil dariiber zu gewinnen, wie grof die in 
Diabetikerharnen auftretenden Aldehydmengen sein kénnen, hatten 
wir bei einer Reihe von Fallen den Urin in der folgenden Weise unter- 
sucht. 


Je nach Bedarf wurden 20 bis 100 cem Harns nach Verdiinnung mit 
der 7%fachen Menge Wassers mit einigen Kubikzentimetern 50proz. 
Essigsiiure versetzt und in der fiir die Acetonbestimmung gebriuchlichen 
Weise destilliert. Das Destillat wurde mit frisch bereitetem Silberoxyd 
¥ Stunde am RiickfluBkiihler gekocht, dann am absteigenden Kiihler 
destilliert und im Destillate das Aceton, das durch Silberoxyd nicht an- 
gegriffen wird, bestimmt. Der gefundene Wert ist auf Gesamtaceton (Aceton 
+ Acetessigsiiure) zu beziehen. In einer Kontrolle wird nach Fiirth und 
CharnaB die Summe der jodbindenden Substanzen: Aldehyd +- Aceton 
bestimmt. Die Differenz zwischen den beiden Werten stellt den auf Aldehyd 
entfallenden Anteil der Jodbindung dar. Beziiglich technischer Einzelheiten 
und der sehr zahlreichen Kontrollversuche sei auf die Arbeit von Stepp 
und Lange *) verwiesen. 


Als Ergebnis dieser Untersuchungen an einem gréBeren Material 
von Diabetikern fanden wir zu unserer Uberraschung in manchen 
Fallen eine sehr starke Beteiligung der Aldehydfraktion an der Jod- 
bindung. Der auf Aldehyd entfallende Anteil der Jodbindung betrug 
im Durchschnitt 4% bis '/,9 der Gesamtwerte, ja in einzelnen Fallen 
stieg er fast bis zur Hialfte. 


1) Stepp und Engelhardt, diese Zeitschr. 111, 1920. 
2) W. Stepp und H. Lange, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 184, 47, 1920. 
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Irgendwelche festen Beziehungen zwischen Aldehydausscheidung 
und Acidosis oder Blutzuckerkurve konnten wir damals nicht fest- 
stellen, indes schien es uns, daB die Aldehydurie eher im Beginn der 
Acidosis als auf deren Hohe stirker ausgesprochen war. 

Die Wichtigkeit der Befunde erforderte dringend die Weiter- 
fiihrung der Untersuchungen an einem umfassenderen Material, wenn 
méglich mit einer besseren, exakter arbeitenden Methode. Denn als 
absolut zuverlissig konnten die erhaltenen Werte nicht angesprochen 
werden. 

Nachdem im Jahre 1921 Stepp und Fricke ein genau arbeitendes 
Verfahren der quantitativen Aldehydbestimmung in Gegenwart von 
Aceton ausgearbeitet hatten'), war die Méglichkeit gegeben, die Aus- 
scheidung des Acetaldehyds im Harne Gesunder und Kranker erneut 
zu studieren; hatten doch inzwischen Stepp und Feulgen den Acet- 
aldehyd auch aus normalem Harne als Dimedonprodukt isolieren 
kénnen 2). 

Im folgenden sei eine kurze Ubersicht tiber die Ergebnisse der 
in den letzten Jahren an einem gréBeren Material vorgenommenen 
Untersuchungen gegeben, deren Veréffentlichung sich leider aus iuBeren 
Griinden sehr stark verzégert hat. 


Zur Methodik. 


Zu dem von Stepp und Fricke ausgearbeiteten ,,Silber‘‘-Verfahren') hat 
Fricke spaiter noch erginzende methodische Mitteilungen gemacht, auf die 
wir ausdriicklich verweisen*)*). Hier sei nur hervorgehoben, daB sich die 
Wasserdampj/destillation an Stelle der gewéhnlichen Destillation ganz 
besonders bewihrt hat und viel Zeit erspart. Weiter sei betont, daB in 
Fallen, wo infolge sehr geringer Aldehydmengen das Silber sich in kolloidalem 
Zustande ausschied und zur Bildung roter bis brauner Lésungen fiihrte, 
durch Zusatz von Kaolin das Silber doch noch zur Ausfallung gebracht 
und die Bestimmung gerettet werden kann (B. Behrens). 

Von gréBter Wichtigkeit ist es, bei Untersuchungen des Harns auf 
Acotaldehyd sich zu versichern, daB nicht etwa Urotropinprdparate angewendet 
worden sind. Da ndmlich Formaldehyd Silberoxyd genau so reduziert, wie 
Acetaldehyd, kénnen ganz grobe Tduschungen entstehen. W. Stepp hat vor 
kurzem auf diese Tatsache unter Ausfiihrung eines bezeichnenden Beispiels 
nachdriicklich aufmerksam gemacht*). In Zweifelsfillen kann man ohne 
Schwierigkeiten eine Entscheidung treffen durch Darstellung des Di- 
medonproduktes *) ¢). 


') Stepp und Fricke, Zeitschr. f. physiol. Chem. 116, 293, 1921. 

*) Stepp und Feulgen, ebendaselbst 119, 72, 1922. 

%) R. Fricke, ebendaselbst 118, 241, 1922. 

*) W. Stepp, Die Methodik der Bestimmung des Acetaldehyds im Harn. 
Handb. d. biol. Arbeitsmethoden (Abderhalden), Abt. IV, Teil 5, 8. 251. 

5) W. Stepp, diese Zeitschr. 180, 578, 1922. 

*) W. Stepp und R. Feulgen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 114, 301, 1921. 
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Ergebnisse der Untersuchungen an Gesunden und Kranken. 


Um einen sicheren Einblick in die Ausscheidungsverhiltnisse des 
Acetaldehyds zu bekommen, haben wir groBes Gewicht auf die regel- 
maBige quantitative Bestimmung wahrend langerer Zeitperioden 
gelegt. So haben wir — um nur ein paar Fille zu nennen — bei 
manchen Patienten die Untersuchungen bis auf 5 Wochen ausgedehnt, 
wobei nicht ein einziger Tag fiir die Untersuchung ausfiel. 

Das Material umfaBt etwa 50 Fille, an denen rund 700 bis 800 
Einzelbestimmungen ausgefiihrt wurden. 

Da jedesmal ein Teil des 24-Stunden-Harns verarbeitet wurde, 
um die Gesamttagesmenge des Acetaldehyds erfahren zu kénnen, 
muBte man natiirlich mit der Méglichkeit rechnen, daB unter Umstanden 
bakterielle Giarungsvorgiinge zu Acetaldehydbildung und damit zu 
einer Triibung unserer Resultate fihren kénnten; wissen wir doch 
durch die Arbeiten C. Neubergs und seiner Mitarbeiter, daB ebenso wie 
andere Mikroorganismen auch Bacterium coli Acetaldehydbildung her- 
vorrufen kann. 

Indes scheint diese Gefahr bei unseren Untersuchungen wohl 
kaum eine gréBere Rolle gespielt zu haben, da die dabei erhaltenen 
mittleren Werte von denen, die wir bei friiher untersuchten Fallen 
im steril mit dem Katheter entnommenen und sofort verarbeiteten 
Harne gefunden hatten, kaum wesentlich abweichen. 

Immerhin wollten wir auf diesen Punkt doch aufmerksam machen, 
denn es kénnte ja sein, daB kleinere Schwankungen in den Werten 
auf diese Weise vielleicht eine Erklirung finden. Je nach Bedarf 
wurden von dem Tagesharn 500 bis 1000 ccm verarbeitet. Bei Ver- 
wendung kleinerer Mengen wiire die Bestimmung infolge des meist 
geringen Aldehydgehaltes zu ungenau geworden. 


Einige Untersuchungen an gesunden Menschen. 

Wie wir schon friiher festgestellt hatten, wurden im 24stiindigem 
Tagesharn einige Milligramme Acetaldehyd ausgeschieden. Die Mittel- 
werte liegen zwischen 2 und 4 mg, doch finden sich nicht selten erhebliche 
Abweichungen davon sowohl nach oben wie nach unten. 

Inwieweit bei diesen Schwankungen die Aufnahme elkoholischer 
Getranke eine Rolle spielt, lieBe sich mit Sicherheit nur durch besondere 
auf diesen Punkt gerichtete Untersuchungen feststellen. Da®8 nach Zufuhr 
von Athylalkohol Acetaldehyd in deutlicher nachweisbarer Menge auftritt, 
war von Stepp schon vor langerer Zeit gezeigt worden’). 

Nachdem wir also ein ungefahres Urteil tiber die Acetaldehyd- 
ausscheidung beim Gesunden unter normalen Verhialtnissen gewonnen 
hatten, schien es uns von Wichtigkeit, den Einfiu8 von zwei Faktoren zu 
studieren, deren Einwirkung auf den Stoffwechsel gut bekannt ist, namlich 
den Einflu8 der Kohlehydratentziehung und den des Hungers. 


1) Stepp, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 87, 148, 1920. 
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Kohleh ydratentziehung. 
Tabelle I. 
Z . ; Verbrauchte 
4 Harn, Verarbeitet ; ; Acetaldehyd 
i = ——— Coy sno Ac kOe in mg und Bemerkungen 
> ccm ccm ccm 
1 1160 500 nicht bestimmt nicht bestimmt Gemischte Kost 
2 1220 500 1,50 8,0 © e 
3 1000 500 0,55 2,42 m e 
4 2120 475 1.16 119 Kohlehydratfreie Kost 
5 1120 500 0,32 1458 n e 
6 1500 465 0,38 258 ‘ o 
7 1300 500 0,73 4.13 Gemischte Kost 
8 1500 400 0,28 2.64 . . 
9 1200 500 fehlt fehit ° e 
10 1500 500 | 0.75 6,6 > > 
ll 1800 450 1,15 10,12 . “ 


Die Versuchsperson war eine gesunde Frau von 32 Jahren, bei der 
eine gewisse Adipositas bestand. 

Vom 11. bis 13. Marz 1922 einschlieBlich erhielt sie strenge Diabetiker- 
kost, das bedeutet vélligen Ausschlu8 der Kohlehydrate. 

Irgend ein Ejinflu8 dieser MaBnahme war in dem Versuche nicht zu 
erkennen. Dem Ansteigen des Aldehydwertes am ersten kohlehydratfreien 
Tag auf 11,9 mg vermégen wir eine besondere Bedeutung nicht beizumessen, 
da an den niichsten beiden Tagen sehr geringe Werte zu verzeichnen sind, 
und sowohl an den Vortagen wie an den Nachtagen die Schwankungen 
sehr gro8 sind. 

Aus Mangel an geeignetem Material und aus anderen Griinden konnte 
ein derartiger Versuch nicht mehr wiederholt werden. 


Hungerversuch. 
Den Versuchen unterzog sich Herr Kollege Lendle im Verlaufe von 
umfangreichen Studien itiber die Acetaldehydausscheidung im Harn von 
Kranken *). 





Tabelle II. 
Versuchs- T Harn, Acetaldehyd in | Gesamtaceton in —* 
tag sgesmenge =| mg und 24 Std. | mg und 24 Std. —— 
1 1350 4,46 0 
2 1480 5,70 0 
3 900 2,48 0 
4 1150 54l 400 34 Hungertag 
5 2030 3,35 0 
20 1100 3,92 0 
21 1500 4,95 0 3 X 1,0 Diuretin 
22 1100 2,72 feblt 
23 750 3.06 264.6 Hungertag 
24 600 3,96 0 


1) Inaug.-Diss. GieBen 1923; der Arbeit des Herrn Lendle sind auBer 
diesem Versuche noch einige spater aufgefiihrte Beobachtungen entnommen. 
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Auch bei diesem Versuche ist irgend eine Besonderheit in der Aldehyd- 
ausscheidung nicht zu erkennen. Diesem negativen Befunde kommt des- 
wegen eine besondere Bedeutung zu, weil aus ihm zu ersehen ist, daB dic 
Aldehydausscheidung anscheinend mit der Acetonkorperbildung nichis zu tun 
hat. Denn obwohl diese an den beiden Hungertagen sehr ausgesprochen ist, 
ist von einem Ansteigen der Aldehydwerte nichts zu bemerken. Wir kommen 
auf die fraglichen Beziehungen zwischen Aldehydurie und Acidosis spiter 
bei Besprechung der untersuchten Diabetesfalle noch zuriick. 


Untersuchungen an Kranken. 
Nichtdiabetiker. 


In dem Material von nichtdiabetischen Kranken, das wir untersuchten 
und das alle méglichen Krankheiten umfa8t, haben wir den Nieren- und 
Leberkrankheiten unsere besondere Aufmerksamkeit zugewendet. 


Nierenerkrankungen. 


Bei drei Fallen von genuiner Nephrose, von denen zwei linger als 10 
(12 und 14) Tage beobachtet wurden, lagen die taglichen Durchschnitts- 
werte nahe bei 1 mg; die héchste iiberhaupt gefundene Zahl war 2,4. 

Ahnliche niedrige und wenig schwankende Zahlen fanden wir auch 
bei Nephritiden. Unter ihnen waren zwei Falie von Schrumpfniere mit 
starker Azotimie. Die Werte liegen hier gleichfalls zwischen 1 und 2 mg. 
Die Diurese war zu der Zeit, zu der die Untersuchungen ausgefiihrt wurden, 
leidlich, d. h. es bestand nicht etwa eine Oligurie, und zwar gilt das sowohl 
fiir die Nephrosen wie fiir die Nephritiden. Nur bei dem einen Nephritisfall 
kam es mit der Entwicklung einer Pneumonie zum Ausbruch urdmischer 
Symptome, unter denen die Patientin zugrunde ging; hier war am Schlusse 
eine ausgesprochene Oligurie vorhanden, ohne daB jedoch die Aldehydmenge 
sich noch weiter verringert hatte. 

Und die gleiche Beobachtung konnte bei einer anderen Patientin 
gemacht werden, die ebenfalls an Urdmie zugrunde ging. 

Die geringe Aldehydausscheidung bei den chronischen Nephritiden hat 
uns besonders deswegen interessiert, weil Stepp gelegentlich seiner ersten 
Untersuchungen iiber fliichtige Aldehyde im Blute gerade bei Nieren- 
kranken eine Vermehrung gefunden zu haben glaubte'). Wir haben daher 
bei der einen Patientin das Blut einige Tage vor dem Exitus auf Acet- 
aldehyd quantitativ untersucht und in 100 com Gesamtblut 1,81 mg gefunden. 
In 100 com Blut war also so viel Aldehyd enthalten wie im Tagesharn. 
Dieser Befund steht iibrigens im Einklang mit den Verhiltnissen beim 
Gesunden; auch hier iibersteigt der Gehait des Blutes an Acetaldehyd 
den des Harns ganz betrichtlich. Wie schon frither von Stepp gezeigt 
werden konnte, enthilt das normale Blut 2 bis 3 mg Acetaldehyd in 100 ccm. 
Bei unserem Falle von Urdmie lag also keine Vermehrung vor. 


Ikterus, Lebererkrankungen. 

Bei den von uns untersuchten Fallen von Erkrankungen der Leber- 
und der Gallenwege, wobei einzelne iiber 2 Wochen taglich kontrolliert 
wurden, konnten keine Abweichungen von der Norm festgestellt werden. 
Die Mittelwerte lagen hier zwischen 1,5 und 2 mg in 24 Stunden. 


1) Stepp, diese Zeitschr. 107, 60, 1920. 
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Diabetes insipidus. 


Eine ganz ausgesprochene Erhéhung der Aldehydwerte sahen wir bei 
zwei Fillen von Diabetes insipidus; bei dem einen Falle wurden Mengen 
bis zu 15,9, bei dem anderen bis zu 27,2 mg in 24 Stunden festgestellt. 
Diese Erkrankung konnte uns insofern wichtige Aufschliisse liefern, als 
hier der HinfluB der Diurese auf die Aldehydausscheidung hervortreten 
muBte. Und in der Tat, die ausschwemmende Wirkung der Diurese ist 
unverkennbar vorhanden. Der prozentuale Gehalt des Harns an Acetaldehyd 
ist nicht, wie man vielleicht hiitte denken kénnen, vermindert. Er war 
merkwiirdigerweise im Gegenteil sogar erhéht, so daB also die stirkere 
Aldehydurie beim Diabetes insipidus nicht allein durch die erhGhte Diurese 
erklart werden kann. 








Tabelle I1lI. 
Versuchs- Harn, Acetaldehyd in | Acetaldehyd in —— 
Tagesmenge = | "mg/Prom. mg und 24 Std. merkungen 
| 

1 7 350 0,88 6,47 

2 9 050 1,479 13,33 

3 7 200 2,104 15,15 

4 7 200 2,209 15,90 

5 6 500 0,99 6.48 

6 6 750 1,32 8.91 

7 7 500 0,374 2.80 

8 6 800 0,88 3.98 

9 11 052 0,77 851 
10 7 700 1,276 9,82 
ll 7570 0,836 633 Novasurol 
12 7 700 1,76 13,55 Pituglando! 
14 11 000 0,77 8,47 

Tabelle IV. 
| Harn, Tagesmenge | Acetal A 
Versuchstag | fam in com in — ia mea 34 Steden | Bemerkungen 

1 11 000 1,562 17,18 Melubrin 

3 13 000 1,606 | 20,87 

4 9510 1,76 16,73 

5 8 650 3,146 27,21 

6 5 800 0,77 4,46 

7 2 340 1,65 3.86 

8 1300 2.2 2.86 

ll 760 1,65 1,65 

12 1 100 1,43 157 Melubrin 3 x 0,5 
13 2 000 0,88 1,76 - 3x05 
4 1 000 154 154 . 3xas 
15 2 500 1,1 2,75 s . exes 
18 2 000 0,77 154 

19 2275 0,88 2.00 
21 2 300 5,368 12,35 
22 1 250 1,584 1,98 
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Zu Tabelle III wire zu bemerken, da8 auch hier die Aldehydmengen 
ebenso wie unter normalen Verhiltnissen von Tag zu Tag groBe 
Schwankungen aufweisen. An dem Tage, an dem Pituglandol verabreicht 
wird, steigt die Aldehydkurve steil an, doch waren 10 bis 12 Tage vor dem 
Pituglandolversuch noch héhere Zahlen zu verzeichnen. Eine besondere 
Bedeutung kann also dem Befunde nicht beigemessen werden. 

Bei dem Falle von Tabelle IV, der als induzierter hysterischer Diabetes 
insipidus aufgefaBt werden muB, finden sich noch héhere Aldehydzahlen. 
Auch hier spielt nicht nur die Ausschwemmung, sondern auch die héhere 
Aldehydkonzentration eine Rolle. 


Verschiedene andere Krankheiten. 


Von anderen Krankheitsfillen, bei denen langere Zeit die Aldehyd- 
ausscheidung kontrolliert wurde, seien genannt: Verschiedenartige Herz- 
erkrankungen, Tuberkulose der Lungen und anderer Organe, Arteriosklerose, 
Tumoren (Carcinome und Sarkome), Granulome, pernizidse Andmie, Uleus 
ventriculi und fieberhafte Krankheiten (Sepsis, Pneumonien usw.). 

Bei keinem einzigen dieser Fille konnte eine wesentliche Abweichung 
der Mittel-, Minimal- und Maximalwerte von der Norm festgestellt werden. 
Wir wollen deshalb auf die Wiedergabe dieser Befunde verzichten. 


Wie schon oben ausfiihrlich dargelegt wurde, hatten Stepp und Lange') 
bei Diabetikern in einzelnen Fiillen erstaunlich hohe Aldehydwerte im Harn 
gefunden; freilich war die Methode, auf die man damals angewiesen war, 
nicht sehr befriedigend. Nach Ausarbeitung der ,,Silbermethode“ von 
Stepp und Fricke*) hatten wir daher die Untersuchungen an Diabetikern 
alsbald neu aufgenommen. 

Wir méchten gleich feststellen, daB in dem Material, das uns seitdem 
zur Verfiigung stand, Fille mit derartig hohen Aldehydzahlen nicht zur 
Beobachtung kommen, obwohl bei einer ganzen Reihe von Kranken Werte 
verzeichnet wurden, die ein Vielfaches der Normalzahlen darstellen. Auch 
diesmal] fanden sich die héchsten im Laufe der gesamten Untersuchungen 
iiberhaupt beobachteten Werte beim Diabetes mellitus. Die Tatsache, 
daB bei dieser Erkrankung eine Acetaldehydausscheidung im Harne vor- 
kommt, die ohne weiteres nachzuweisen ist, wird also auch durch die An- 
wendung der neuen einwandfreien Methode nur bestatigt. Der Beweis, 
da8 es sich dabei wirklich um Acetaldehyd handelt, wurde ja iibrigens, 
wie schon erwahnt, durch Darstellung des Kondensationsproduktes mit 
,,Dimedon“ einwandfrei erbracht. 

DaB nicht in jedem Falle von Diabetes mellitus Acetaldehyd in ver- 
mehrter Menge im Harn aufzutreten braucht, hatten schon Stepp und Lange 
gezeigt. a heatne werner mit dieser Feststellung sahen wir auch jetzt 
Fille, wo die Werte ganz innerhalb der Zahlen lagen, denen wir bei normalen 
Menschen begegnen, d. h. Mittelwerte von 1,5 bis 3 bis 5 mg mit einem Maxi- 
mum von etwa 8 mg. Da diese Fille hier nicht im einzelnen wiedergegeben 
werden sollen, so sei nur bemerkt, daB es sich hier meist um Fille von 
leichtem Diabetes handelt mit nur maéBiger Glykosurie und fehlender bis 
héchstens mittelstarker Acidosis. 


1) Vgl. die FuBnote 2, 8S. 349. 
2) Vgl. die FuBnoten 1 und 3, S. 361. 
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Die héchsten Aldehydwerte finden sich bei schwerem Diabetes, 
wahrend merkwiirdigerweise gerade bei maximaler Acidosis und im Coma 
normale oder kaum erhéhte Zahlen festzustellen sind. 

Besondere Aufmerksamkeit haben wir der Frage zuteil werden lassen, 
ob und inwieweit die zur Behandlung des Diabetes notwendigen MaBnahmen 
die Aldehydurie selbst beeinflussen oder sich bei der Aldehydbestimmung 
geltend machen. Daneben war eine eventuelle Beziehung der Aldehydurie 
zur Blutzuckerkurve, zur Glykosurie und, wie schon hervorgehoben, zur 
Acidosis zu beachten. Wir verfolgten daher 
Blutzucker und Aldehydurie, 

Glykosurie und Aldehydurie, 
Acetonkérperausscheidung und Aldehydurie, 
den Einflu8 strenger Diit, 

der Haferkur, 

” am von Alkalizufuhr. 


Bei diesem letzteren Punkt war zu beriicksichtigen, da stdrkere 
alkalische Reaktion des Harns infolge reichlicher Aufnahme von Natrium- 
bicarbonat unter Umstdnden zu Aldehydverlusten fiithren konnte; wissen wir 
doch, wie empfindlich aliphatische Aldehyde gegen alkalische Reaktion sind ! 

DaB die unter 1. bis 3. aufgefiihrten Beziehungen durch die in Ziffer 
4. bis 6. genannten Ma8nahmen beeinfluBt werden, braucht nicht besonders 
betont zu werden. Wir hielten es fiir zweckméBig, die einzelnen Gesichts- 
punkte getrennt aufzufiihren. 

Was zuniachst die Stérung des Zuckerstoffwechsels anlangt, die sich 
am deutlichsten in der Blutzuckerkurve ausdriickt, so haben wir den Eindruck, 
daB geringe Grade von Hyperglykdmie, wobei ja auch meist die Glykosurie 
bescheidener ist, auch keine verstarkte Aldehydurie zeigen. 

Vermehrte Aldehydmengen zeigen sich in der Regel nur bei stdrkerer 
Hyperglykdmie, bei denen gleichzeitig eine erheblichere Ketonurie besteht. 
Doch konnten wir keinerlei feste Beziehungen zwischen diesen einzelnen 
Erscheinungen feststellen. In mehreren Fallen hatten wir den Eindruck, 
da8 insofern ein gewisses Zusammengehen bestand, als eine Erhebung der 
Acetonkérperkurve gefolgt war von einem Ansteigen der Aldehydkurve; 
bei der letzteren waren freilich stets die uns schon vom Gesunden her 
bekannten starken tiglichen Ausschlage vorhanden, die beim Gesamtaceton 
niemals in der gleichen Weise nachzuweisen sind. Es ist daher wichtig, 
da8 man von diesen Tagesschwankungen abstrahiert und nur auf die all- 
gemeine nach oben oder unten gehende Tendenz der Werte achtet. 

Freilich, eine durchgehende Regel bildete dieses Verhalten nicht. 

Die Ausschaltung der Kohlehydrate aus der Nahrung hatte bei den 
Diabetikern ebensowenig Einflu8 auf die Aldehydausscheidung wie in 
dem analogen Versuch bei einer gesunden Frau, tiber den oben berichtet 
wurde. 

Nicht ganz eindeutig liegen die Verhiiltnisse bei der Hajferkur. In 
einigen Fillen steigt mit dem Beginn der Kur die Aldehydkurve an, so daB 
man an eine bestimmte Abhingigkeit der Aldehydausscheidung von der 
besonderen Ernihrung denken kénnte. In anderen Fillen fehlt freilich ein 
solehes Zusammengehen ganz. 

Beziiglich der Alkalizufuhr lieB sich ein EinfluB auf die Aldehyd- 
ausschaltung nicht erkennen. Die Beobachtungen bei einer gréBeren Zahl 
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von Fallen geben auch hier ein wechselndes, feste Beziehungen nicht 
erkennen lassendes Bild. 

Zur Erliuterung des Gesagten mégen ein paar Fille dienen. Alle Einzel- 
heiten sind den Tabellen zu entnehmen. 


Tabelle V. 





Vous _. Harn, Zucker in g| Gesamt- Acetaldehyd 
Tagesmenge Reaktion | und | aceton in g in mg und Bemerkungen 
suchstag | in ccm | 24 Stunden | w. 24Std. | 24 Stunden 


1300 sauer 36,4 1,52 12,87 Blutzucker, 
3000 . 69,0 3,34 9,9 ar sea A 
4500 neutral 112.5 5,85 33,84 tag 15g Alkali 
2800 < 95,2 3,26 6,16 und gemischte 
3600 sauer 28,8 3,55 19,80 Kost. 
4200 67,2 2,39 16,17 Hafertag 
4200 588 | 1,76 32,34 ° 
2400 24,0 0,77 15,84 Gemisetag 

9 3100 15,5 1,31 22,16 i 

10 4200 25,2 1,60 43,89 

ll 4700 37,6 2,16 15,51 20 g Alkali 

12 3000 21,0 2,36 16,50 2g . 

13 3500 e 315 3,02 13,48 20g . 

14 3000 alkalisch 27,0 2,07 8,25 0g «. 

15 4000 36,0 2,42 24,2 oe 

16 3200 neutral 38,4 2,65 22,88 Me « 

17 4600 i 46,0 2,89 30,36 

18 4000 . 68,0 1,32 6,6 Hafertag 

19 3700 a 55,5 0,68 12,21 . 

In dem Falle von Tabelle V handelt es sich um einen mittelschweren 
bis schweren Erkrankungszustand mit stark ausgesprochener Aldehydurie. 
Wenn wir uns erinnern, da8 die Mittelwerte der Norm bei etwa 2 bis 4 mg 
liegen, so sind demgegeniiber die Zahlen zwischen 20 und 40 mg doch als 
ausgesprochen erhéht anzusehen. Die Aldehydkurve zeigt keinerlei Be- 
ziehungen zur Glykosurie und zur Acetonurie und auch keine zu diatetischen 
MaBnahmen. 


~— 
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Tabelle VI. 





Zucker in g| Gesamt- Acets 
und aceton aldehyd Bemerkungen 


Versuchs- 
tag 24 Stunden | in g u. 24 St. | inmgu.24St. 


Harn, 
Tagesmenge) Reaktion 
in ccm 


| 3000 | 120 41 2 || Gemischte Kost, 
| 10g Alkali 
4050 121,5 4,80 13,36 ° 
4600 165,6 7,50 5,06 
3800 | 838 9,15 8,36 
3 4100 | 106,0 9,80 9,02 
‘ ? 3,46 
Am 5. Versuchstage 500 ccm Natriumbicarbonat intravenés, ebenso 
am 6. Versuchstage, dazu noch Livulose. 


1) 60g Brot, am 3. Versuchstag 100g Brot. 

*) Am dritten Versuchstage Blutzucker: 0,318 Proz. 
3) Plétzliches Auftreten von Coma. 

*) Ausgesprochenes Coma. Exitus letal. 
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In einem auffalligen Gegensatze zu dem Falle von Tabelle V steht der 
in Tabelle VI wiedergegebene. Hier handelt es sich um einen am sechsten 
Untersuchungstage im Coma zugrunde gehenden Patienten. Das Gesamt- 
aceton steigt am Tage vor dem Tode auf 9,8 g. Die Aldehydausscheidung 
ist nur ganz wenig gesteigert. 

Einen ganz ahnlichen Befund konnten wir bei einem anderen Falle 
erheben, der kurz nach seiner Einlieferung in die Klinik im Coma starb. 
Auch hier lag der Aldehydwert des Harns in fast normalen Grenzen. 

DaB eine maximale Acidosis meist mit geringeren Aldehydwerten 
einhergehen kann und hiaufig einhergeht, dafiir diene als weiterer Beleg 
der folgende in Tabelle VII wiedergegebene Fall. 


Tabelle VII. 














he . Harn, —— — ing| Gesamt- 3-Oxybutter- I, Be 
suchs- oO | se to y 
tag has" ng 24 Stunden jin oa ‘34 St | in gu. 24St. 1) | inmgu. 34St. merkungen 
] | 2000 neutral | 56.0 | 41 14,06 4.95 Haferta 
| | | 40 g Alkali 
2 1800 ‘ 27,0 | 36) 15,39 4,68 Gemusetag, 
| 40 g Alkali 
3 1675 m 16,75 | 391 14,4 5,87 Gemuse tag, 
4 g Alkali 
4 1850 - 925 | 3,33 10,36 5,55 
5 1550 | alkalisch| 23,25 241 | 9,92 3,72 Fa 
6 2875 | neutral fehit | 416 | 19,66 6,31 33 
7 2600 | alkalisch 44.2 40 | 16.51 6,24 = - 
9 1800 ° 23,4 | 1,0 3,15 3,24 3a 
13 3150 | neutral 190 | 3,93 | 14.8 5,67 


Hier sind neben den Zahlen fiir Gesamtaceton noch die Zahlen fiir die 
8-Oxybuttersiiure angegeben'). Wie man sieht, handelt es sich um eine sehr 
starke Acidosis. Die Aldehydwerte sind hier nur unwesentlich erhdht. 

Diese Beobachtung, die immer wieder bestitigt werden konnte, 
daB bei maximaler Acetonkérperbildung die Acetaldehydausscheidung 
normal oder nur ganz unwesentlich gesteigert ist, kann wohl kaum anders 
gedeutet werden, als daB die Acetaldehydbildung in keinerlei engeren 
Beziehungen zu dem Auftreten der Ketonkérper steht. 

Freilich dariiber mu8 man sich klar sein, daB die kleinen Mengen 
von Acetaldehyd, die tiberhaupt zu fassen sind, nichts ahnen lassen 
von der groBen Bedeutung, die diesem Stoffe im intermediiren Stoff- 
wechsel zukommt. Erst das von Neuberg und Fdrber*) inaugurierte 
Abfangverfahren hat es erméglicht, von den gewaltigen Mengen, die 
im Zellstoffwechsel intermediir entstehen und sofort wieder weiter- 
verarbeitet werden, einen Begriff zu bekommen; wenigstens gilt das fir 
den Zuckerstoffwechsel der Hefe. Aber es ist wohl kein Zweifel, daB 
die Rolle, die der Acetaldehyd im tierischen Stoffwechsel spielt, keine 

1) Die 8-Oxybuttersiurewerte verdanken wir der Freundlichkeit von 
Herrn Dr. Gisevius. 

2) Neuberg und Farber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; vgl. auch C. Neuberg, 
Chem. Ber. 105, 3624, 1922. 
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geringere ist. So haben kiirzlich Neuberg und Gottschalk') in der 
Meerschweinchenleber Acetaldehyd nachweisen kénnen, nachdem schon 
vorher Hirsch®) im Neubergschen Institut den gleichen Stoff aus 
der iiberlebenden Muskulatur von Rana esculenta, von der Schleie 
und vom Karpfen in wigbaren Mengen als Dimedonprodukt isoliert 
hatte. 

Welche Bedeutung unseren Befunden fiir ein tieferes Verstandnis 
des intermediiren Stoffwechsels beim Diabetes mellitus beizumessen 
ist, miissen weitere Forschungen zeigen. 

1) Neuberg und Gottschalk, Klin. Wochenschr., 2. Jahrg., Nr. 31, 1923, 

2) Hirsch, diese Zeitschr. 184, 415, 1923. 








Mikrobestimmung von Methylalkohol im Blute. 


Von 


Nils V. Bildsten. 
(Medizinisch-chemisches Institut Lund.) 
(Eingegangen am 12. Februar 1924.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Widmark (1), der eine Mikromethode zur Bestimmung von Athyl- 
alkohol im Blute ausgearbeitet hat, machte mir den Vorschlag, diese 
zur Bestimmung von Methylalkohol im Blute zu verwenden zu 
versuchen. 

Die Methode, der die Oxydation des Alkohols mit Bichromat 
zugrunde liegt, wurde friiher von Niclouz (2) fiir Methylalkohol benutzt. 
Das Verhiltnis zwischen verbrauchtem Bichromat und Alkohol wird 
durch eine empirisch ermittelte Konstante ausgedriickt, und das Wesent- 
liche bei der Anwendung der Methode fiir Methylalkohol ist die Be- 
stimmung dieser Konstanten. Im tibrigen wurden an der von Widmark 
ausgearbeiteten Methode keine gréBeren Verinderungen vorgenommen. 
Zur Orientierung tiber diese Methode in ihrer Ginze sei auf oben zitierte 
Arbeit von Widmark verwiesen ; hier sollen nur einige kleinere technische 
Verbesserungen mitgeteilt werden. 


I. Methodik. 


Die meisten Einzelheiten der Methode wurden durchgepriift, um zu 
sehen, ob es notwendig sei, mehr durchgreifende Verainderungen vorzu- 
nehmen. So wurden z. B. die zweckmaéBigste Art fiir das Abmessen der 
Bichromat-Schwefelsiuremischung ermittelt, die Gefahr der Verdunstung 
von Methylalkohol beim Aufnehmen in die Abwigepipette und Wagen, 
sowie die Zeit der Wasserbadbehandlung usw. gepriift. Fiir einige dieser 
Einzelheiten hat es sich zur Erzielung guter Resultate und Erleichterung 
der Arbeit als vorteilhaft erwiesen, an der von Widmark ausgearbeiteten 
Methode einige Verinderungen vorzunehmen. 


A, Das Abmessen der Bichromat-Schwefelsduremischung. 
Wie Widmark erwahnt, beruht die Genauigkeit der Methode vor 
allem darauf, da8 man in jeden Kolben eine méglichst gleich groBe 
Menge Bichromatschwefelsiure einfihrt. Aus diesem AnlaB hat er 
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auch Vorschriften zur Abmessung der Lésung gegeben, die bei den 
von ihm und Jeppsson ausgefiihrten Versuchen gute Werte ergaben. 
Auch Olow (3) richtete seine Aufmerksamkeit auf diese Fehlerquelle, 
die bei der Beschickung der Kolben zutage tritt; er hat ein Verfahren 
zum Auspipettieren angegeben, wodurch es ihm gelingt, die GréBe 
der Fehler herabzudriicken. 


Bei der Benutzung einer Pipette zum Abmessen und Einfiihren des 
Bichromats habe ich gefunden, da8 eine Pipette, an der die Stelle mit der 
Kalibriermarke durch Zusammenschmelzen des Glases enger gemacht 
wurde, verhaltnismaBig gute Resultate liefert. Der Gehait der Pipette 
wird durch das Zusammenschmelzen allerdings etwas verringert, dies ist 
jedoch fiir die Resultate ohne Belang, da bei jeder Bestimmung gleichzeitig 
Blindproben ausgefiihrt werden. Der Zerbrechlichkeit des Glases halber 
ist es angezeigt, die Pipette durch zwei Holzstabchen von ungefiahr Ziindholz- 
gréBe zu verstirken. 

Trotz genauen Arbeitens schwankten die Mengen auspipettierter 
Bichromat-Schwefelséure. Dieser Fehler beruht ohne Zweifel darauf, daB 
beim Herausnehmen der Pipette aus der Siiure diese die AuBenseite der- 
selben benetzt. Die hier haftenden Mengen sind verschieden, je nachdem 
man. die Pipette mehr oder weniger tief in die Fliissigkeit eingetaucht hat. 
Es wurde auch versucht, die Pipette mit kleinen Lappen ausgewaschener, 
nicht fasernder Gaze abzutrocknen; aber auch dann wurden schlechte 
Werte erhalten. 

Unter Beriicksichtigung der gemachten Erfahrungen wurde nun aus 
sogenanntem Thermometerrohr mit einem inneren Durchmesser von 0,7 mm 
eine l-cem-Pipette hergestellt. Diese war leicht einzustellen und konnte, 
nachdem dies geschehen und iiberschiissige Fliissigkeit von der ausgezogenen 
Spitze abgestrichen, in wagerechter Lage gehalten werden, so daB der untere 
Meniskus ins Rohr hineinglitt, worauf die Pipette abgetrocknet wurde. 
Die besten der bisher erhaltenen Werte wurden mit dieser Pipette erzielt. 
Infolge der groBen Viskositaét der Bichromat-Schwefelsiuremischung lief 
die Pipette indessen diuBerst langsam aus, weshalb ich die Pipette des groBen 
Zeitverlustes halber als ungeeignet betrachtete, wenigstens zur Benutzung 
bei Serienbestimmungen. 

Bessere Resultate wurden bei der Verwendung einer Mikrobiirette 
nach Bang erhalten, da hier die friher erwihnte Fehlerquelle vermieden 
wird. Durch langsames AbflieBenlassen der Birette und Feineinstellung 
nach 1 Minute langem Warten wurden Blindwerte erzielt, die zu 
80 Proz. einen geringeren als 0,01 ccm n/200 Thiosulfatlésung ent- 
sprechenden Fehler zeigten. Ein Nachteil ist der, daB der letzte Tropfen 
mitunter an der Birettenspitze haften bleibt. Mit einem in eine haar- 
feine Spitze ausgezogenen Glasstabe kann dieser aufgefangen und dann 
mit Leichtigkeit in den Kolben eingefiihrt werden. 


B. Die Destillation. 
Widmark empfiehlt, auf die Oberseite des Pfropfens der Destillier- 
kolben einen Tropfen destillierten Wassers zu geben, der dann auf 
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Grund der Kapillarkraft eingesaugt wird und den Schiliff abdichcet. 
Bei meinen Versuchen hat es sich gezeigt, daB dies tiberfliissig 
unter der Voraussetzung, daB der Pfropfen vollstandig schlieBt 
und unter gewissen Umstinden sogar unvorteilhaft ist. 

Es ist nimlich von gréBter Bedeutung, daB kein Wasser in das 
Saughiitchen gelangt, denn wenn man den oberen Rand des Kolbens 
nach dem Entfernen des Saughiitchens auch noch so sorgfiltig ab- 
trocknet, so geschieht es doch leicht, daB beim Entfernen des Pfropfens 
etwas unreine Fliissigkeit in den Kolben eingesaugt wird. 

Es hat sich gezeigt, daB man das Gummisaughiitchen am leichtesten 
aufsetzt, indem man es mit vier Fingern ausdehnt, in dasselbe hinein- 
haucht, worauf es leicht iiber den Kolbenhals gleitet. 


C. Die Titration. 

Das von Olow vorgeschlagene Verfahren zur Entfernung des 
Pfropfens hat sich als sehr vorteilhaft erwiesen. Es soll jedoch erwihnt 
werden, daB der Innendruck mitunter derart erhéht werden kann, 
daB der Pfropfen aus dem Kolbenhals herausspringt und die Probe 
durch herunterfallendes eingetrocknetes Blut vernichtet wird. Es ist 
deshalb am sichersten, den Kolben mit der einen Hand zu halten und 
den Pfropfen mit der anderen zu stiitzen, wobei man auch fiihlt, sobald 
der Pfropfen sich loslést. 

Widmark benutzte zum Zusetzen der 25 ccm destillierten Wassers 
Trichter und MeBglas. Bequemer ist es, das Wasser mittels eines 
Apparates zuzusetzen, der im groBen ganzen mit dem von Hagedorn (4) 
beschriebenen tibereinstimmt. Bei diesen Versuchen soll die Pipette 
25 ccm fassen. Bei diesem Verfahren benétigt man kaum halb so viel 
Zeit als zum Ausfiihren der gleichen Operation mit MeBglas und 
Trichter. 

Um die gleichartige Ausfihrung der Titration zu kontrollieren, 
ist es zweckmABig, die titrierten Kolben in Ordnungsfolge aufzustellen. 
Hierbei soll man, wenn genau titriert wurde, durch Nachblauen eine 
Farbenskala erhalten, wobei der erste Kolben den starksten und der 
letzte den schwichsten Ton aufweist. Sollte in irgend einem Kolben 
keine Nachbliuung auftreten, so zeigt dies an, daB die fragliche Probe 
iibertitriert wurde. 


Il. Bestimmung der Konstanten. 


Die Konstante, d. h. das Verhiltnis zwischen Methylalkoholmenge 
und verbrauchtem Bichromat kann theoretisch nicht berechnet werden, 
da der Methylalkohol wahrscheinlich in keines seiner Oxydations- 
produkte quantitativ tibergeht. Zur Ermittlung der Konstanten habe 
ich eine Serie von Bestimmungen mit bekannten Methylalkoholmengen 
in wechselnden Konzentrationen ausgefihrt. 
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Tabelle 1. Das Verhiltnis zwischen Alkoholmenge u. reduziertem Bichromat. 





Gewicht Berechnete | Reduziertes Bichromat Alkohol Konzentration 
ae | ee [200 . 100 com k= Sichoomet der — 
108 108 79 1,36 
135 135 100 1,35 
117 117 83 1,40 
82 82 60 1,36 
81 81 60 1,35 
90 90 76 118 
105 105 68 1 54 
54 54 53 1.02 
122 122 84 134 
83 83 62 134 
71 71 57 1 26 
115 115 91 1,27 
110 110 77 1.30 
86 86 61 141 
108 108 80 1.34 
112 112 83 135 
99 99 72 137 
108 108 81 133 
128 128 98 131 1,00 
96 86 81 119 
110 110 79 1.39 
108 108 80 1,34 
112 112 82 1,37 
103 103 73 1,40 
106 «=| (108 81 131 
78 78 58 1,35 
92 92 65 1,42 
79 79 62 1,28 
96 96 81 1,19 
109 109 81 1,33 
66 66 50 1,36 
106 106 82 1,36 
101 101 72 141 
117 117 81 144 
58 58 39 1,48 
40 40 30 1,33 
86 86 68 1,26 
92 67 52 1,29 
143 104 78 1,33 
111 81 60 1,35 
116 85 66 1,28 
97 71 52 1,37 
69 50 37 1,35 
87 ot 46 1,34 
94 69 53 1,30 1 
103 75 55 1,36 0.73 
108 79 58 1,36 ’ 
88 64 48 1,33 ; 
130 95 68 1,38 f 
94 67 51 1,31 6 
69 50 37 1,35 
1l4 83 65 1,27 ; 
101 74 55 1,35 5 
77 56 43 1,32 
100 73 56 1,31 4 
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Teils wurde aus Oxalsiureester hergestellter Methylalkohol und 
teils Aleohoi methylicus puriss. von EZ. Merck, Darmstadt, verwendet. 
Sowohl mit dem einen wie mit dem anderen wurde die gleiche Kon- 
stante erhalten. 

In Ubereinstimmung mit Widmark wurde hier die Bezeichnungs- 
weise benutzt, daB mit einer Alkohollésung von der Konzentration 1 Prom. 
eine Lésung gemeint wird, die in 1g Img Alkohol enthiilt. 

Die bei diesen Versuchen verwendete Bichromat-Schwefelsiure- 
mischung enthielt pro 00 ccm Schwefelsiure 0,050 g Bichromat. 
Bei Athylalkoholbestimmungen kann diese Lésung bis zu 100 y 
(1 y = 0,001 mg) Athylalkohol, bei Methylalkohol dagegen bis zu 200 
verwendet werden. 

Zur Titration wurde eine n/200 Thiosulfatlésung benutzt. 

Tabelle I zeigt die bei der Bestimmung der Konstanten erhaltenen 
Werte. 

Als Mittel dieser 55 Bestimmungen wurde 1,33 mit einem Mittel- 
fehler fiir die einzelne Bestimmung von + 0,077 und einem Mittel- 
fehler des Mittels von + 0,010 erhalten. 

Wird also eine n/200 Thiosulfatlisung verwendet, so entspricht 
0,01 com derselben 1,33 y Methylalkohol. 

Das Verhiltnis zwischen Alkoholmenge und reduziertem Bi- 
chromat ist also fiir simtliche untersuchten Mengen konstant. In 
Ubereinstimmung mit dem, was Widmark beziiglich des Athylalkohols 
anfiihrt, kann man auch beim Methylalkohol keine Beziehung zwischen 
dem Gewicht der Blutprobe und der GréBe der Konstante feststellen. 

Wie sich aus der Tabelle I ergibt, wurden zwei verschiedene Lé- 
sungen von verschiedener Konzentration verwendet. Die erste Serie 
Bestimmungen wurde ungefaihr vor einem halben Jahre, vor der Aus- 
fihrung der im folgenden beschriebenen Tierversuche, die letztere 
nachher gemacht. Die Ubereinstimmung der beiden Konstanten 
innerhalb der beiden Serien zeigt deutlich die Bedeutung der er- 
worbenen Ubung. Der gréBte und kleinste Wert in der ersten Serie 
ist 1,54 und 1,02, in der letzteren 1,38 und 1,27. 

Es soll deshalb ausdriicklich hervorgehoben werden, daB diese 
Alkoholmethode — wie titberhaupt Mikromethoden im allgemeinen — 
erst nach einiger Zeit Ubung gute Resultate ergibt. 

An zweckmaBigsten wird die Methode zuerst unter Verwendung 
bekannter reiner- Alkohollésungen eingetibt, aus welchen die Kon- 
stante gleich wie oben berechnet wird. Hierdurch erhilt man eine 
Garantie dafiir, daB sich kein ,,persénlicher’* Fehler eingeschlichen hat. 

Die friiher von Olow ausgefiihrten Bestimmungen der Konstanten 
fir Athylalkohol ergaben bei einer Titration mit n/200 Thiosulfat- 
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lésung einen Wert von 0,565. Die Konstante fiir Methylalkohol ist 
also fast doppelt so groB, was mit dem von Nicloux friiher gefundenen 
Verhaltnis gut tibereinstimmt. 


Einige elementare Versuche iiber den Konzentrationsfall 
des Methylalkohols im Blute. 

Folgende Versuche bezwecken vor allem, die praktische Verwend- 
barkeit der Methode beim Verfolgen von Konzentrationsverinderungen 
des Methylalkohols im Blute zu demonstrieren. Siimtliche Werte sind 
Media von Doppelbestimmungen. 

Die Versuche wurden mit einer bedeutend geringeren Alkohol- 
menge, als bisher zu solchen Versuchen verwendet, ausgefiihrt. Sic 
iiberstieg in keinem Falle 1 g pro Kilogramm Kérpergewicht, und die 
Konzentration im Blute tiberstieg nie 1,3 Prom. Die Methylalkohol- 
menge ist vollkommen mit jener vergleichbar, die im Menschenblute 
nach dem Verzehren geringer Mengen Holzgeistes auftreten kann. 

Die Kurven fiir den Konzentrationsfall des Methylalkohols im 
Blute stimmen im groBen ganzen mit dem tiberein, was friher von 
Nicloux und Placet (5) bei bedeutend héheren Konzentrationen beob- 
achtet wurde. Wir kénnen auch hier den duBerst langsamen Abfall 
feststellen, wodurch der Methylalkohol erheblich langer im Organismus 
verbleibt als der Athylalkohol. Die Bedingungen fiir eine Akkumulation 
des Methylalkohols werden hierdurch, wie Nicloux hervorhebt, in 
hohem Grade begiinstigt. Noch 18 bis 20 Stunden nach der Injektion 
dieser geringen Menge Methylalkohols kann dieser im Blute deutlich 
nachgewiesen werden. 

Der Konzentrationsfall verliuft indessen nicht ganz kontinuierlich. 
In fast allen Fallen, in denen die Alkoholkurve im Blute bestimmt 
wurde, konnte eine kurzfristige Erhéhung der Kurve beobachtet werden. 
Diese findet 4 bis 6 Stunden nach der Injektion statt, mitunter einige 
Stunden spater. Auch die von Niclour publizierten Kurven zeigen eine 
derartige temporire Erhéhung der Kurve. In gewissen Fallen konnte 
auch eine Erhéhung nach der Injektion von Athylalkohol beobachtet 
werden. Hier tritt diese indessen erst dann ein, wenn der Alkohol- 
gehalt relativ niedrige Werte erreicht hat. Uber die Verhiltnisse beim 
Athylalkohol wird Olow naher berichten. 

Gegenwirtig kénnen wir fiir die Entstehung dieser regelmaBigen 
Erhéhung der Konzentrationskurve keine Erklarung geben. Es ist wahr- 
scheinlich, daB diese Erhéhung der titrierten Werte nicht durch eine Er- 
héhung des Methylalkoholgehaltes im Blute verursacht wird. Méglicher- 
weise kénnte diese dadurch entstehen, daB eine vom Alkohol veranlaBte 
Auslésung gewisser fliichtiger organischer Verbindungen stattfindet, 
die von der Bichromat-Schwefelsiuremischung aufgenommen werden. 
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Tabelle Il. 


Versuch 1. Kaninchen, Gewicht 2560g, 2,1 g¢ Methyialkohol in 10 cem 
Lésung intravenés ins linke Ohr injiziert. 6 Uhr 30 Minuten nachmittags. 








7. Minuten Konzentration . Minuten Konzentration 
Zeit nach Injektion in Prom. Zeit nach Injektion in Prom, 
7P 60 0.75 11P 300 0,74 

s 120 0,70 11 30 330 0.72 

9 180 0,63 12 360 0.64 

10 240 0,72 28 480 047 

10 30 270 0.71 8 840 0.20 

nd Norz. oo More. 


as ast 


| 

| 

t a 
Stunden | | Ji ot 


tg te tle as eS a on oe Desmaifiennilics 


é 2 + 6 90 %2 mw 0 2 rm : a 0 2 % - 
Abb. 1. Versuch ! Abb. 2. Versuch 3. 





Tabelle Ill. 


Versuch 2. Kaninchen, Gewicht 2280g, 2,0g Methylalkohol in 10 ccm 
Lésung intravenés ins linke Ohr injiziert. 12 Uhr 10 Minuten vormittags 





Zeit Minuten Konzentration Zeit Minuten Konzentration 
nach Injektion | in Prom. nach Injektion in Prom. 
14 50 0,70 6" 350 0,67 
2 110 0,64 7 410 0.52 
3 170 0.64 s 470 0.45 
4 230 0.68 9 530 0.42 
5 290 0.73 





Tabelle IV. 
Versuch 3. Kaninchen, Gewicht 2690g, 2,2g Methylalkohol in 10 cem 
Lésung intravenés ins rechte Ohr injiziert. 10 Uhr 15 Minuten vormittags. 





Minuten Konzentration 7.3 Minuten Konzentration 
Zeit nach Injektion in Prom. Zeke nach Injcktion in Prom. 
12P15 120 0,73 10P 1. 720 0,30 
25 230 0,61 1°10 895 0,14 
; 5 10 415 0,59 3 45 1065 0,02 
: 7 30 555 0,66 
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Tabelle V. 
Versuch 4. Kaninchen, Gewicht 2670g, 2,3g Methylalkohol in 10 ccm 
Lésung intravenés ins linke Ohr injiziert. 11 Uhr 50 Minuten vormittags. 





Minuten Konzentration a Minuten Konzentration 


Zeit 
nach Injektion in Prom nach Injektion in Prom. 


lp 70 0.86 5P 5! 365 * 0,66 
1 5O 120 0.79 430 0.60 
2 50 180 0.69 505 0,48 
4 5O 300 0.84 12°40 660 0.16 


Tabelle VI. 
Versuch 5. Kaninchen, Gewicht 2340g, 2.1 g Methylalkohol in 10 ccm 
Lésung intravenés ins rechte Ohr injiziert. 6 Uhr 30 Minuten nachmittags. 





Minuten Konzentration Zeit Minuten Konzentration 


Zeit . . ; 
nach Injektion in Prom. nach Injektion in Prom. 


6P45 15 0.98 llP 270 0.74 
7 30 0,75 11 30 300 0.72 
8 30 0,68 1230 420 0.51 
9 30 180 0,63 4 30 600 031 
10 30 0.70 7 30 780 0.20 





Abb. 3. Versuch 5 


Tabelle VII. 


Versuch 6. Kaninchen, Gewicht 2100g, 2g Methylalkohol in 10 cem 
Lésung intravenés ins rechte Ohr injiziert. 2 Uhr 45 Minuten nachmittags. 





Minuten Konzentration , Minuten Konzentration 
nach Injektion in Prom. nach Injektion in Prom. 


Zeit 


3P 15 420 1,07 
4 75 555 0,77 
5 15 150 745 0,96 

225 1115 0,44 
7 305 
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Zusammenfassung, 

1. Die von Widmark ausgearbeitete Mikromethode wurde zur 
Bestimmung von Methylalkohol verwendet. Die Methode verlangt 
etwa 100mg Blut. Eine eingenommene Methylalkoholmenge von 
weniger als 1g pro Kilogramm Kérpergewicht kann quantitativ be- 
stimmt und die Konzentrationsverinderungen im Blute durch Serien- 
bestimmungen leicht verfolgt werden. 

2. Als Beispiel fiir die Anwendbarkeit der Methode werden einige 
Konzentrationskurven von Kaninchen mitgeteilt, welche etwa 0,8 g 
Methylalkohol pro Kilogramm Kérpergewicht erhalten hatten. Es 
wird die langsame Ausscheidung dieser geringen Methylalkoholmenge 
konstatiert. Eine temporaire Erhéhung der Konzentrationskurve tritt 
in der Regel 4 bis 6 Stunden nach der Injektion ein. 


Literatur. 

1) Diese Zeitschr. 131, 473. — 2) C. r. de la Soc. de Biol. 70:2, 59, 
1912. — 3) Diese Zeitschr. 184, 407. — 4) Underségelser vedrérende Blod- 
sukkerregulationen hos Mennesket. Kébenhavn 1921, 8. 157, Abb. 4. — 
5) Journ. de Physiol. et Pathol. générale 14, 916, 1912. 




















Uber die Senkung 
der roten Blutkérperchen in verschieden hoher Blutsaule. 


Von 


L. Berezeller und H. Wastl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 13. Februar 1924.) 


In den vorangehenden Mitteilungen wurden einzelne die Methodik 
der Blutkérperchensenkungsprobe beeinflussende Faktoren einer niheren 
Untersuchung unterworfen'). Es konnte gezeigt werden, daB sich die 
verschiedenen Tierblutarten gegeniiber verschiedenen Eingriffen nicht 
gleichmaBig verhalten und da8B in manchen Fallen die hier beobachteten 
Unterschiede auch die Resultate der klinischen Untersuchungen beein- 
flussen kénnen?). 

Bei unseren Untersuchungen haben wir auch beobachtet (wie 
dies schon 6fters von anderen Autoren erwihnt wurde), daB die Ldnge 
der Blutséule von EinfluB auf den Senkungsvorgang sein kann. Auf 
die Wichtigkeit dieser Tatsache in den klinisch-diagnostischen Unter- 
suchungen hat Horvath*) hingewiesen. 

Wir konnten beobachten, daB bei den verschiedenen Tierblutarten 
die Verinderung des Senkungsvorganges mit der Lange der Blutsiule 
nicht immer nachzuweisen ist, ja sogar, daB bei ein und derselben 
Blutart die Zunahme des Senkungsvermégens in lingeren Blutsiulen 
durch Verainderung des Blutes vollkommen aufgehoben werden kann. 

Zuniichst sollen nur in vertikalen Réhren ausgefihrte Versuche 
erwahnt werden. (Methodik wie in den vorangehenden Mitteilungen.) 
Die Senkungswege der roten Blutkérperchen nehmen mit steigender 
Lange der Blutsiule sehr betrichtlich beim Pferdeblut zu. 

Aus Tabelle I ist ersichtlich, daB sich diese Unterschiede in den 
Senkungswegen erst nach einer gewissen Zeit ausbilden und ihr Maximum 
erreichen, so daB z. B. in den ersten 15 Minuten bei Verdoppelung, 
ja sogar Vervierfachung der Réhrenlange noch keine Veranderung der 
Senkung nachzuweisen ist. Nach 30 Minuten aber sind die zuriick- 
gelegten Wege den Bluthéhen ungefahr proportional, und im weiteren 


1) Berczeller und Wastl, diese Zeitschr. 140, 368—373, 1923; 142, 
524— 536; 148, 236— 247; 148, 333—341; 144, 159— 169, 1924; 145, 82—95. 
Klin. Wochenschr. 1924, 3. Jahrg., Nr. 5. 

2) Dieselben, Miinch. med. Wochenschr. 1924 Nr. 8, 8. 228— 229. 

8) Ebendaselbst 1923. 
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Tabelle I. Pferdeblut (Wallach): Citratplasma (etwa 5 Std. nach Entnahme) 





Senkung bei 90° (freie Plasmahéhen in mm) 


Zeit in Min. 
65 mm *) 13) mm*) 260 mm *) 520 mm *) 

15 3.0 2.0 3.0 16.0 

30 5.0 10.5 15.0 60,0 

45 65 29.0 52,0 112,0 

60 8.0 42.0 85.0 164,0 

120 16,0 555 125.0 261,0 

195 20.5 60.0 133.0 283,0 

270 24.0 62.5 137.0 295,0 
1170 33,0 69,0 146,0 312.0 


*) Lange der Blutsiule. Weite des Réhrchens 2 mm. 

Verlauf nehmen die Wegstrecken sogar noch stirker zu als es der Blut - 
siulenlinge entsprechen wiirde. So wird z. B. die Senkung im doppelt 
so langen Rohre bis um das etwa Fiinffache gréBer ais im kiirzesten 
Rohre, und in der achtfach langeren Blutséule werden in einem Falle die 
zuriickgelegten Wegstrecken sogar 20 mal langer. Diese groBen Unter- 
schiede in den zuriickgelegten Wegen (freie Plasmahéhen) bleiben nicht 
konstant, sondern sie werden teilweise ausgeglichen, bevor die Senkung 
zum Stillstand kommt. 

Beim Hundeblut sehen wir schon eine wesentliche Veranderung 
des Senkungsvorganges in verschieden langen Réhren, wenn wir es mit 
Pferdeblut, von dem ein Beispiel vorhin angegeben wurde, vergleichen. 


Tabelle II. WHundeblut (o"): Citratplasma (2 Stunden nach Entnahme). 





Senkung bei 90° 
Zeit in Min 


10°) 20°) 40°) 80*) 160°) 320°) 

15 L5 1,25 ODS L5 1,0 0,25 

30 2.5 2.0 2,25 2.5 2,25 1,25 
45 40 3.5 3.75 3.5 4.0 4,0 
60 40 4.0 5.0 6.0 6.0 6.0 
80 5.0 50 70 90 10,0 10.5 
110 5.0 6,0 9.5 14,0 17,0 21,0 
900 5,0 10,0 19.0 32.0 60,0 100.0 


*) mm der Blutséule. R6hrchenweite 2mm 

In der ersten Stunde der Senkung ist keine wesentliche Veranderung 
sogar in der achtfach langeren Blutsiule zu beobachten, und erst spiter 
tritt allmahlich die Zunahme des Senkungsweges auf, ohne diese groben 
Differenzen aufzuweisen, welche beim Pferdeblut zu beobachten waren. 

Kaninchenblut (Citrat- und Oxalatplasma) verhilt sich ganz 
ahnlich wie Hundeblut. Die Differenzen in den verschieden langen 
Réhren werden noch geringer. 

Beim Schweineblute (Citrat- und Oxalatplasma) konnten wir iiber- 
haupt keine Unterschiede in der Senkung beobachten, selbst wenn eine 
32fach lingere Blutsiule verwandt wurde. 
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Tabelle 111. Schweineblut (2): Citratblut (2 Stunden nach Entnahme). 





Senkung bei 90° 


Zeit in Min. 
10°) 20°) 40°) 80°) 


40 0.2 0.2 0.2 0.5 
60 0,5 05 05 
80 0,5 O05 05 
100 0.75 1,0 1,0 
120 1,0 1,25 1,25 
180 1.25 2.0 2.0 
250 2.0 3,0 25 
3500 20 3,0 27 
1200 3.0 5.0 5.5 
1500 4.0 6,0 6.0 
*) mm der Blutsaule. Réhrchenweite 2 mm 


5 


Allerdings ist auch die Senkung im Schweineblut eine viel lang- 
samere als im Pferdeblut, und erst nach 20 bis 25 Stunden erreicht 
es in diesem Falle dieselben Senkungshéhen, wie beim Pferdeblut in 
etwa 10 bis 15 Minuten. 

Dasselbe Verhalten wie beim Schweineblut ist die Regel bei den 
defibrinierten Blutproben. So konnten wir keine Verinderung der 
Senkungshéhen in verschieden langen Blutsiulen beobachten bei: 
Rinderblut, Schweineblut, Hammelblut, Hundeblut, und nur eine ganz 
minimale bei Kaninchenblut. Pferdeblut bildet eine Ausnahme, denn 
auch im defibrinierten Blute ist die Senkung in héherer Blutsiule 
eine gréBere, wenn auch nicht so ausgesprochen, wie in den verschie- 
denen Pferdeplasmen, sofern diese bald nach der Entnahme untersucht 
werden. 24 bis 48 Stunden lang gestandenes Oxalatblut dagegen ent- 
spricht in seinem Senkungstypus mehr dem defibrinierten Blute (wie 
wir dies bereits an anderer Stelle erwihnt haben). Dies ergibt sich auch 
deutlich aus entsprechenden Versuchen bei verschiedener Roéhrenlange. 


‘abelle 1V. Pferdeblut (Wallach). 








Zeit Oxalatblut (48h nach Entnahme) Zeit Defibriniertes Blut (etwa 7h nach Entnahme) 
in _ in 
Min. 10 20%) 40 80°) | 160/| 320°%)| Min. 10°) 20°) | 40%) 80%) | 160%) | 320°) 
6/—/' 10 — 10\/— 1,0 5 1,0 125 1,0 1,25 1,0 1,0 
10, —| 20 —, 20 ,—: 2,0] 10° 15 15 15° 2.5 15 15 
Ib) —| 25 — 25 — 25] 20 | 3,25; 35 3,5 5,0 2,5 55 
20'— | 325)'— 325 — 30] 40 45 5,0 7,0 13,0 9,0 25,0 
30)>—' 45 — 45 — 40] 60 50 6,0 | 10,0 180 | 20.0 880 
400,;—' 55 — 60 — 56,0] 100 50 7,0 | 12,5 25,0 | 49,0 1140 
60 — 65 |— 160 — 6,5] 940 55 (105 | 19,0 38,0 | 78,0 159,0 
80 — 70 — 27,0 — 24,0 
100 —, 80 — 300 — 43,0 
400 — 105 — 380 — 158,0 
1500 —/|105 — 400 — 175.0 


*) Lange der Blutsiule in mm. Weite der Rébrchen 2 mm. 
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Werden dagegen Pferdeblutkérperchen in Ringer gewaschen, so 
geht mit der weiteren Abnahme des Senkungsvermégens auch der 
Unterschied in der Senkung in verschieden langen Réhren verloren. 


Tabelle V. Pferdeblut (2, dreimal mit Ringer gewaschen, in Ringer 
in 40proz. Suspension aufgeschwemmt). 





Senkung bei 9° 
Zeit in Min. 


65°) 130°) 260*) 520°) 

40 0.25 0 0,20 0 
70 0,25 0 0.25 0.20 
100 0,50 0,20 0,30 0,25 
130 0.75 0,25 0.50 O50 
160 1,00 0,50 0.50 O75 
220 1,25 0,50 1,00 1,25 
300 1,50 1,0 1,00 1,50 


*) mm der Blutsaule. Rébrchenweite 2 mm. 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB die Verinderung des 
Senkungsvorganges in verschieden langen Réhren durch die durch 
die Agglutination verursachte schnellere Senkung bedingt wird. Es 
l4Bt sich daher diese Untersuchungsmethode (Senkung bei 90°) dazu 
verwenden, um die Agglutination nachzuweisen und quantitativ zu 
verfolgen. 

Die Aufgabe der weiteren Untersuchungen war, zu entscheiden, 
ob die Zunahme der Senkungshéhen in lingeren Blutsiulen allein durch 
die Agglutination oder durch sonstige Einfliisse auf die Geschwindigkeit 
verursacht wird. Zu diesem Zwecke wurden die Versuche auch in 
den schiefen Réhren aufgestellt. Diese Versuche, welche parallel mit 
jedem der erwahnten Versuche (welche auch nur einzelne Versuchs- 
beispiele darstellen) aufgestellt wurden, ergaben, daB in den schiefen 
Roéhren in den lingeren Réhren die Senkung regelmdfig schneller 
stattfindet. 

Als Versuchsbeispiel ist in Tabelle V1 ein defibriniertes Rinderblut 
angefiihrt. Die Senkung wird in den kiirzeren Réhren durch die Schief- 
stellung viel weniger veriandert als in den langeren Blutsiulen. Dasselbe 
Verhalten zeigen auch die gewaschenen Blutkérperchen. 

Ohne auf den genaueren Vergleich der verschiedenen Blutproben 
hier naher einzugehen, muB nur betont werden, daB die Schiefstellung 
nicht nur bei jenen Blutproben, bei denen die Senkung bei 90° in ver- 
schieden hoher Blutsiule gleich stattfindet, in dieser Weise wirkt, 
sondern auch bei denjenigen Blutproben, bei denen die Senkung bei 
90° in lingeren Blutsiulen zunimmt. 

In Tabelle VII ist als ein derartiges Versuchsbeispiel ein Pferdeblut 
angefiihrt ; durch Schiefstellung wird insbesondere im Versuchsbeginn 
der Unterschied zwischen kiirzerem und lingerem Rohre gréBer. 
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Der wesentliche Unterschied bei 90°, welcher eben durch die 
Agglutination verursacht wird und das Aufhéren dieses Unterschiedes 
in den schiefgestellten Réhren weisen darauf hin, daB diese Erscheinung 
durch das verschiedene Aneinander-Vorbeistrémen von Blut kérperchen 
und Plasma verursacht wird. Wir haben schon wiederholt darauf 
hingewiesen, daB die Senkung der roten Blutkérperchen nicht als die 
Bewegung eines roten Blutkérperchens allein oder von Konglomeraten 
von Blutkérperchen betrachtet werden kann, sondern sie muB als 
das Strémen der roten Blutkiérperchen bzw. Konglomerate (plus einer 
geringen Plasmamenge) und der entgegengesetzten Strémung des 
reinen Plasmas aufgefaBt werden. Beim Schiefstellen der Réhrchen 
strémen die roten Blutkérperchen mehr oder in gréBerer Dichte an 
der unteren Wand, wihrend an der Oberseite das in entgegengesetzter 
Richtung flieBende Plasma weniger Hindernisse findet. Daher kommt 
es zu den groBen Unterschieden in der Trennung zwischen Plasma 
bzw. Serum und roten Blutkérperchen bei der Schiefstellung einerseits, 
bei der Vertikalstellung andererseits. Bei vertikaler Stellung der Blut - 
siule wird diese gegeneinander laufende Strémung der beiden Phasen 
des Blutes begiinstigt, je mehr die roten Blutkérperchen agglutinieren 
und je schneller sie sinken, da (neben spezifischen Unterschieden 
zwischen den einzelnen Blutarten) die Konglomerate eine kleinere 
Oberfliche besitzen und dem Aufwirtsstrémen des Plasmas einen 
geringeren Widerstand entgegensetzen. 

Je linger die Blutsiéule ist, desto spiter kommt das Strémen zum 
Stillstand und desto gréBer sind die Unterschiede zwischen den freien 
Plasmahéhen in kurzen und langen Réhren. Bei Schiefstellung sind 
die Unterschiede in verschieden langen Réhren bei allen Blutarten 
nachzuweisen, dagegen bei vertikaler Stellung nur bei den agglu- 
tinierenden, die schnell sinken. 

In diesem Zusammenhange soll auch erwihnt werden, daB bereits 
Helmholtz auf die Bedeutung des Strémens der roten Blutkérperchen 
hingewiesen hat. Die physikalische Analyse dieser Erscheinungen ist 
auch heute noch ebenso in den Anfangsstadien wie seinerzeit, vom 
physiologischen Gesichtspunkte aus kann das Problem aber weiter 
geklart werden, wenn wir die groBen Unterschiede zwischen physio- 
logischen und pathologischen Verhiltnissen in dieser Hinsicht ver- 
gleichen. 

















Uber die Oberflichenspannung yon Saponinlésungen. 


Von 
H. Wastl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 13. Februar 1924.) 


Die Oberflachenspannung von Saponinlésungen') wurde auBer in 
rein physikalisch-chemischen Arbeiten auch im Vergleich mit den 
biologischen Wirkungen der Saponine mebrfach untersucht, da einerseits 
die groBe Schaumfahigkeit der Saponine, andererseits ihre so ver- 
schiedene hamolytische bzw. Giftwirkung von Interesse waren. 

Die Schaumfiahigkeit von Seifen- und Saponinlésungen verandert 
sich nicht parallel mit ihrer Oberflachenspannung?), und auch zwischen 
Oberflachenspannung und biologischer Wirkung von Saponinen konnte 
keine Parallelitit nachgewiesen werden')*). Immerhin kommen in 
den beiden Arbeiten doch gewisse Beziehungen zwischen diesen 
beiden GréBen zur Beobachtung. 

Allerdings sind die Saponine keine geeigneten Substanzen, um den 
Zusammenhang zwischen physikalischen Eigenschaften und biologischen 
Wirkungen zu priifen, da man nicht einmal die himolytische mit den 
anderen biologischen Wirkungen restlos in Parallele setzen kann. Dies 
kann teils auf die kolloidchemische Labilitat der Saponinlésungen, 
teils aber auf chemische Veranderungen der Saponine im Tierkérper 
zuriickgefithrt werden [vgl. auch Sieburg und Bachmann*), Kawashima 
Renzaburo®)|. Es muB® aber auch darauf hingewiesen werden, daB die 


1) Kine Zusammenstellung der diesbeziiglichen Literatur gibt L. Ko/ler, 
diese Zeitschr. 129, 64, 1922. 

*) L. Berezeller, ebendaselbst 66, 222, 1914. 

3) H. BE. Woodward und C. L. Alsberq, Journ. of Pharm. a. exper. Ther. 
16, 237, 1920. 

4) Diese Zeitschr. 126, 130, 1921. 

5) Act. schol. med. Univers. imp. Kioto 4, 2. H, 1921. 
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Bestimmung von Grenzkonzentrationen fir die Wirksamkeit einer 
Substanz keinesfalls ein Ma fiir ihre Wirkungsstarke ergibt. 

Die groBbe Schaumfahigkeit der Saponine ist sicherlich schuld 
daran, daB die Oberflachenspannung wisseriger Lésungen, welche gegen 
Verunreinigungen so empfindlich ist, groBe Variationen je nach der 
Herstellungsweise der einzelnen Saponinpraparate aufweist. Trotzdem 
lassen sich bei reinen Saponinpraparaten von derselben ,,Substanz* 
( Merck sche Saponinpraparate) sehr gleichmaBige Oberflachenspannungs- 
werte erhalten!). 

Jedenfalls ist die Messung der Oberflachenspannung von Saponin- 
lésungen (Stalagmometrische Methode von Traube) geeignet, um 
Unterschiede zwischen verschiedenen Praparaten derselben ,,Substanz* 
wie auch Ahnlichkeiten oder Verschiedenheiten von verschiedenartigen 
Saponinen aufzudecken, wobei ich teils die Oberflachenspannungs- 
konzentrationskurven, teils die Wirkung von Saéuren und Laugen auf 
diese Lésungen bestimmt habe. 

Berczeller (1. c.) konnte nachweisen, daB das Mercksche Saponin 
in saurer Lésung die Oberflaichenspannung des Wassers mehr erniedrigt 
als in neutraler. Ich konnte diese Angaben betreffs des Merckschen 
Saponins bestiatigen; Alkalizusatz erhéht die Oberflichenspannung 
der Lésungen dagegen in geringem Grade. 

Nun lieB sich zeigen, daB sich nicht alle Saponine gegen geringen 
Saure- bzw. Alkalizusatz gleich verhalten; besonders bei Primula- 
saponin wird durch Séurezusatz die Oberflachenspannung der Lésungen 
stark erhéht, durch Alkalizusatz leicht erniedrigt; in ahnlicher Weise 
findet sich diese Erscheinung bei einer Reihe anderer Saponine, wenn 
auch in geringerem Grade. Nur bei Digitonin und Sapindussaponin 
ist die Siure-Alkaliwirkung eine ahnliche wie beim Merckschen Saponin. 
Kastaniensaponin wurde durch Saéurezusatz nahezu nicht beeinfluBt. 

Daraus ergibt sich, da®B man nicht einfach die Oberflachen- 
spannungen der neutralen Lésungen verschiedener Saponine vergleichen 


') Die Tropfenzah! (Zimmertemperatur) war z. B. in dem benutzten 
Stalagmometer fiir Aqua dest. 43,50, fiir zwei Il proz. Lésungen von Merck- 
schem Saponin 48,35 bzw. 48,45. Berczeller (diese Zeitschr. 66, 218ff., 1914) 
hat ebenfalls fiir ein anderes Praparat des Merckschen Saponins eine Tropfen 
zahl von 48,20 gemessen (Wasserwert 43,80). Zwischen den beiden Unter- 
suchungen liegen 9 Jahre. Auch der von Kofler (|. ¢.) bestimmte Wert 
eines anderen reinen Merckschen Saponins stimmt damit gut itiberein. 
Andererseits ergeben sich aus den verschiedenen Daten der Literatur 
(z. B. Woodward und Alsberg bei Quillajasaponin) wesentliche Unterschiede 
in der Oberflachenspannung der wiasserigen Lésungen von Saponinpraparaten, 
die nach verschiedenen Methoden aus demselben Ausgangsmaterial her- 
gestellt wurden. 
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kann, wenn man die Wirksamkeiten vergleichen will, denn je nach der 
H’-Konzentration wird die Reihe der Saponine (geordnet nach ihrer 
Beeinflussung der Oberflichenspannung) geindert. Die Reihenfolge 
ist in neutraler Lésung die in Tabelle I angegebene (nach Kojler ist 
die Reihenfolge in | proz. Lésung dieselbe). Wenn dagegen 0,2 com 
n/5 HCl zu 10cem lproz. Saponinlésung zugesetzt wurden, war die 
Reihenfolge nach steigender Oberflichenspannung die folgende: Digi- 
tonin, Sapindussaponin, Kastaniensaponin, Rumansaponin, Merck- 
saponin II, Saponin puriss. album., Mercksaponin I, Primulasaponin. 


Tabelle I 
Wirkung von Saure und Lauge auf Saponinlésungen. (Tropfenzahl im 
Traubeschen Stalagmometer. ) 





= +n/5HCI + a/5 NaOH 
10 com s 3s 
1 proz. Saponinlésung & | +01/+02!4+03/404/ 405) 8 | +01 +03) +05 
Zz com | com ccm | cem | cem Zz com ccm | com 
Digitonin . . . . . |\61,90 63,45/63,90 64,25/64,40/64,40 61,95) 61,75 61,75)61,75 


Kastaniensaponin . ||55,90 55,55|55,50/55,40/55,20155,00 — || — | —| — 

Rumansaponin . . 55,60 55,50 54,30 54,20 54,00 54,10 55,60 57,25 57,30 57,25 
Sapindussaponin . 55,15 55,50 57,70 57,60 57,65 57,65 55,15 51,75 50,75 50,15 
Primulasaponin . . 50,15 48,65 47,90,47,50 47,50 47,60 49,95. 50,55 50,50 50,80 
Saponin pur. alb. . 49,20 51,10,51,75 52,10 51,80 52,20, 49,10 49,15 49,40 49,55 
II. Saponin Merck . 48,45, 51,3052 00\52,15 52,65 52, 30, 48,45 48,10 48,20 48,20 


I, . - 48, 351/50,05150,83161,60151,7 70'51,60 48,80 48,40 49,15 49,10 


Durch Verainderung der H*-Konzentration um n/250 ist also die 
Reihenfolge wesentlich verschoben worden. 

Es soll aus diesen Versuchen keinesfalls die Folgerung gezogen 
werden, daB die eigentliche Saponin,,substanz* oder Verunreinigungen 
diese Erscheinung betreffend die Oberflichenspannung der Lésungen 
verursacht. Es laBt sich nur sagen, daB man die Saponine nicht in 
eine Reihe nach Oberflachenspannungen ordnen kann, um ein Ver- 
gleichsmaB fiir ihre biologischen Wirkungen zu finden, wie dies bei 
anderen Substanzen bereits wiederholt geschehen ist. 

Bei Versuchen, die mit Mischungen von Saponinlésungen an- 
gestellt wurden, ergab sich z. B. folgende Beobachtung. Wenn man 
Lésungen von Primulasaponin mit anderen Saponinlésungen mischt, 
deren Oberflachenspannung durch Saure erniedrigt wird, so kommt 
auch bei Mischungen von gleichen Teilen dieser Saponinlésungen mit 
dem Primulasaponin die bei diesem nach Séurezusatz auftretende Er- 
héhung der Oberflichenspannung zur Beobachtung. 





Oberflachenspannung von Saponinlésungen. 


Tabelle 11. 











Neutral 
Primulasaponin, 10cem lIproz. Lésung... . 50,15 
Saponin pur. alb., 10cem I proz. Lésung. . . 49,30 
5ccm Primulasaponin + 5ccm Saponin pur. alb. 49,85 
II. Saponin Merck, 10cem Iproz. Lésung . . 48,45 
5cem Primulasaponin + 5ccm II. Saponin Merck 49,30 


Daraus folgt, daB man auch aus der Oberflichenspannung von 
reinen Saponinlésungen nicht auf das Geschehen in Oberflichen selbst 
schlieBen kann, in denen noch andere Substanzen vorhanden sind. 

Wenn es also auch nicht zu erwarten ist, daB die Oberflichen- 
spannung von Saponinlésungen als MaB ihrer physiologischen Wirkung 
gelten kann, so wird ihre Messung doch fiir die nihere Charakterisierung 
der einzelnen Saponine sowie zur Priifung ihrer Reinheit (Konstanz 


der Praiparate) dienen kénnen. 





+06 0/5 HCI 


47,40 
52,30 
48.45 
52,40 
48.00 














Uber die Oxydation von Fructose in Phosphatlésungen. 


Von 


Otto Warburg und Muneo Yabusoe. 
(Eingegangen am 16. Februar 1924.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In dieser Arbeit wird gezeigt, daB Fructose, in neutralem Phosphat 
gelést, autoxydabel ist. Bei der Oxydation bildet sich Kohlensaure, 
und zwar etwa 1 Mol pro Mol absorbierten Sauerstoffs. 

Glucose wird unter sonst gleichen Bedingungen von molekularem 
Sauerstoff nicht angegriffen, Fructose nach unseren bisherigen Er- 
fahrungen nur in Phosphatlésungen, nicht aber in Lésungen anderer 
Salze. Es handelt sich also um eine spezifische Reaktion zwischen 
Phosphat, Fructose und molekularem Sauerstoff?). 


I. Methoden. 

Zur Messung der Oxydationsgeschwindigkeit bringen wir 5 bis 
10 cem Fructoselésung in einen 30 ccm fassenden Atmungstrog (Form 
diese Zeitschr. 142, 70, 1923), in den Einsatz des Atmungstroges 
leem 5proz. Kalilauge zur Absorption der gebildeten Kohlensaure. 
Den Trog verbinden wir mit einem Barcroftmanometer, fiillen Sauer- 
stoff ein und schiitteln im Thermostaten bei 38°. Innerhalb einer 
Stunde zeigt dann das Manometer Druckanderungen, die von der 
Zusammensetzung und Menge der eingefiillten Fructoselésung ab- 
hangen und bis zu 200 mm Wasser betragen. Die Ausschlige sind also 


') Wasserstoffsuperoxyd oxydiert Glucose, wie viele andere organische 
Substanzen, bei neutraler Reaktion, ein Vorgang, der nach W. Loeb durch 
Phosphat begiinstigt wird. Hier beruht die Wirkung der Phosphate, wie 
Harden und Henley gezeigt haben, auf nichts anderem als einer Puffer- 
wirkung, Phosphat kann durch beliebige andere Puffer ersetzt werden. 
Vgl. W. Loeb, diese Zeitschr. 29, 317, 1910; 32, 43 und 52, 1911; 46, 288, 
1912 und Harden und Henley, The Biochem. Journ. 16, 143, 1922. 
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sehr groB und die Oxydationsgeschwindigkeiten genau meBbar. Eine 
Druckinderung von Il mm _ bedeutet einen Sauerstoffverbrauch von 
etwa 2cmm. 

Soll neben dem Sauerstoffverbrauch auch die Kohlensiurebildung 
bestimmt werden, so beschicken wir drei Atmungstrége — I, II und II — 
mit je 2cem Fructoselésung derselben Zusammensetzung. In den 
Einsatz des Troges I fillen wir Kalilauge. Trog I dient zur Messung 
des Sauerstoffverbrauchs. In die Einsitze der Trége II und III fallen 
wir dreifach normale Schwefelsiure, die Trége II] und III dienen zur 
Bestimmung der Kohlensiure. — Die drei Trége werden gleichzeitig 
in den Thermostaten eingehingt und zunichst 10 Minuten zwecks 
Temperaturausgleich geschiittelt. Dann wird die Schwefelsiure des 
Troges III aus dem Einsatz in die Fructoselésung eingekippt, der ent- 
stehende positive Druck ergibt den Kohlensiuregehalt der Fructose- 
lésung zu Beginn des Versuchs (,,praformierte Kohlensiure“). Die 
beiden anderen Trége werden einige Stunden geschiittelt. Sind die 
Ausschlige an den Manometern hinreichend groB geworden, so liest 
man sie ab und kippt nun die Schwefelsiure des Troges II aus dem 
Einsatz in die Fructoselésung. Hierbei entsteht ein positiver Druck, 
der den Kohlensiuregehalt der Fructoselésung am Ende des Versuchs 
ergibt. Die wahrend der Oxydationsmessung an den Gasraum des 
Troges II abgegebene Kohlenséure endlich erhalt man aus der Differenz 
der Manometerablesungen fiir Trog I und II, so daB alle Daten zur 
Verfiigung stehen, um die gebildete Kohlensiure zu berechnen. Niheres 
in bezug auf die Berechnung findet man in Abschnitt VI dieser Arbeit. 
Die Genauigkeit einer Kohlensiéuremessung betrigt etwa 2 Proz. vom 
Werte. 

Das Fructosepriparat, das wir benutzten, war ,,Livulose I‘ von 
Kahlbaum, die wir zunichst aus Alkohol umkristallisierten. 0,1624 g 
gaben bei der Elementaranalyse 0,2397 g Kohlensiure und 0,0995 g 
Wasser, das sind 40,27 Proz. Kohlenstoff und 6,86 Proz. Wasserstoff 
(berechnet 40,0 Proz. Kohlenstoff und 6,7 Proz. Wasserstoff). Da 
sich zeigte, daB die Umkristallisation an den Eigenschaften, die wir 
untersuchten, nichts anderte, arbeiteten wir spiter mit dem nicht 
gereinigten Kahlbaumschen Praparat. 


Il. Zeitlicher Verlauf der Oxydation. 


Um den zeitlichen Verlauf der Oxydation zu untersuchen, lésen 
wir 2 g Fructose in 90 com sekundiarem und 10 cem primiarem m/1 Phos- 
phat (pq etwa 7,7), leiten durch die Lésung bei 38° Sauerstoff und 
entnehmen zu verschiedenen Zeiten je 10 cem Lésung, deren Oxydations- 
geschwindigkeit wir auf die oben geschilderte Weise bestimmen. Das 
Ergebnis eines derartigen Versuchs ist in Tabelle I wiedergegeben. 
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Tabelle I. 38°. Gasraum Sauerstoff. 





way In einer Stunde von | | In einer Stunde von 
Zeit nach Herstellung 10 com Lésung ver- Zeit nach Herstellung 10 com Lésung ver- 
der Fructoselésung brauchter Sauverstoff der Fructoselésung brauchter Sauerstoff 

cmm cmm 

1 Stunde 242 24 Stunden 320 

2 Stunden 345 48 S 212 

ne 375 m2 . 204 

4 " 410 





Aus Tabelle I ergibt sich, daB die Geschwindigkeit der Oxy- 
dation in den ersten Stunden schnell ansteigt und dann im Laufe von 
Tagen langsam absinkt. Durch Interpolation kann man berechnen, 
daB 10ccem der Lésung oder 200mg Fructose nach 3 Tagen etwa 
30 mg Sauerstoff verbraucht haben, das sind 15 Proz. des Fructose- 
gewichts. Gleichzeitig hatte die Drehung der Lésung um 13 Proz. 
des Anfangswertes abgenommen. 

Nimmt man das Maximum der Oxydationsgeschwindigkeit , 410emm 
Sauerstoff pro Stunde, und bezieht das Gewicht des verbrauchten 
Sauerstoffs auf das Gewicht der Fructose, so findet man, daB pro 
Stunde bis 0,3 Proz. des Fructosegewichts an Sauerstoff verbraucht 
werden. 


Ill. Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration. 


Zur Herstellung verschiedener Wasserstoffionenkonzentrationen 
benutzen wir Phosphatgemische oder Gemische von Glykokoll mit 
Natronlauge, und zwar Glykokoll-Natronlauge in den von Soerensen 
angegebenen Konzentrationen, Phosphat jedoch in héherer, im all- 
gemeinen 1/,-molarer Konzentration. Mischt man 1/,-molare Lésungen 
von sekundaérem und primirem Phosphat in demselben Verniltnis wie 
die verdiinnteren (m/15) Soerensenlésungen, so erhalt man nicht die 
gleichen Wasserstoffionenkonzentrationen, sondern die aus konzentriertem 
Phosphat hergestellten Lésungen sind etwas saurer als die aus ver- 
diinntem Phosphat hergestellten. 

Wir haben die py-Werte unserer konzentrierten Phosphatlésungen 
nicht genauer gemessen. Im folgenden bedeutet der py-Wert, der 
neben der Zusammensetzung der Gemische angegeben ist, den Ex- 
ponenten der Soerensengemische fiir 18°, der also nur angenadhert mit 
dem py unserer Gemische, die bei 38° zur Anwendung kamen, iiber- 
einstimmt. 

In dem Versuche der Tabelle Il war Fructose gelést einerseits in 
einem Phosphatgemisch von Blutalkalitaét, andererseits in Glykokoll- 
Natronlauge von 400- bis 1000mal héherer Alkalitat. In der fast 
neutralen Phosphatlisung ist die Oxydationsgeschwindigkeit am 
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gréBten, die Phosphatlésung wirkt auf Fructose stirker ein als eine 
n/1000 Natronlauge. 


Tabelle IJ. 38°. Gasraum Sauerstoff. 





10ccem 2proz. Fructose in 10ccm 2proz. Fructose in 10ccm 2proz. Fructose in 


mets m/! Phosphat Glykokoll-Natronlauge Glykokoll-Natronlau 
Zeit 8 sekundar, 2 primar 6 Glykokoll, 4 NaOH 5 Glykokoll, 5 NaOH 
Pu etwa 7,4 Py etwa 10,1 Py etwa 11,3 
30’ | 70cemm O, 12,4 mm O, 56cemm O, 
60’ | 158 . _ 29,4 , m i » 9 
9 =| 266 , - 49,5 . = ee «@ a 


In anderen Versuchen wurde die Konzentration an Phosphat 
(und an Fructose) konstant gehalten und nur die Konzentration der 
Wasserstoffionen variiert (Tabelle ITT und Abb. 1). Man erkennt, 
daB die Wirkung des Phosphats bei schwach saurer Reaktion beginnt 
und mit steigender Alkalitat der Lésungen zunimmt. 


Tabelle III. 38°. Gasraum Sauerstoff. 





l 5 com 6 proz. 5 ccm 6 proz. 5ccm 6proz. 


5ccm 6proz. 
|| Fructoselésung in Fructoselésung in Fructoselosung in Fructoselésung in 
Zeit | m/l Phosphat m/l Phosphat m/1 Phosphat ml Phosphat 
|| 2 sekund., 8 prim. 5 sekund., 5 prim. 8 sekund. 2 prim. 9,5 sekund., 0,5 prim 
i Pu etwa 6,2 Pu etwa 68 Pu etwa 74 Pu etwa 8,0 
30’ 16cmm O, 41 cmm O, 106cemm O, 178cmm O, 
2 eee alia — —s 
— = IV 








30 
—— M nuten 
5 ecm 6proz. Fructose in '/; molarem Phosphat. 
Kurve I: pyy etwa 6,2. Kurve Il: pyy etwa6,8. Kurve III: 
py etwa 74. Kurve IV: pu etwa 8,0. 


Abb. 1. 


IV. Einflu8 der Phosphatkonzentration. 


Halt man die Konzentration der Wasserstoffionen und der Fructose 
konstant und variiert die Konzentration des Phosphats, so steigt die 
Geschwindigkeit der Oxydation, und zwar etwas langsamer als die 
Phosphatkonzentration (Abb. 2, Tabelle IV). 
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Tabelle 1V. 38°. Gasraum Sauerstoff. 









10ccm 6proz. Fructose. 10 ccm 6proz. Fructose 10 ccm 6proz. Fructose. 
Zeit losung in losung in lésung in 
m/l Phosphat m/2 Phosphat m/4 Phosphat 
8,5 sekundar, 1,5 primar 8,5 sekundar, 1,5 primar 8,5 sekundar, 1,5 primar 
30’ 235emm O, 152cmm O, 84 cmm O, 
60’ 537 , ~ 335 - 181 a “ 
ec: CRE - a 
= 
~ 
B yso} — 
ss 
Ned - 
} 
Ps 
& a) 
ay 
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700| 












—_ Minuten 
Abb. 2. 10 com 6proz. Fructose in 8,5 sek., 1,5 prim. Phosphat. 

DaB es sich hier um eine spezifische Wirkung der Phosphate 
handelt, geht daraus hervor, daB Phosphat durch andere Salze nicht 
ersetzt werden kann. Lést man Fructose in verdiinntem Phosphat 
und stellt den hohen Salzgehalt durch andere Salze her, so beob- 
achtet man — soweit unsere Erfahrungen reichen — entweder keine 
Wirkung auf die Oxydationsgeschwindigkeit oder eine Hemmung der 
langsamen, in dem verdiinnten Phosphat vor sich gehenden Oxydation 
(Tabelle V). Lithiumsulfat bringt die von dem verdiinnten Phosphat 
herrtthrende Wirkung sogar vollstaéndig zum Verschwinden. 


Tabelle V. 38.° Gasraum Sauerstoff. 





10 cem 2 proz. 10 cem 2 proz. 10 ccm 2 proz. 10 com 2proz. 
Fructoselésung in Fructoselésung ir Fructoselésung in Fructoselésung in 
Zeit m/10 Phosphat m{10 Pbhosphat m/10 Phosphat mjl10 Phosphat 
9 sekund., 1 prim. 9 sekund., | prim. 9 sekund., 1 prim. ® sekund., | prim. 
_ 25 pros. 1 igSO4 25 proz. Na, SO, 26 proz. NaCl 
60’ 19emm O, O0cmm O, _— _— 
120’ 48 , s es a 39cmm O, 2liemm O, 
180’ : — a i i + - 35 =, . 








V. Einflu8 der Fructosekonzentration. 

Halt man die Konzentration der Wasserstoffionen und die Kon- 
zentration des Phosphats konstant und variiert die Konzentration der 
Fructose, so steigt die Geschwindigkeit der Oxydation etwa proportional 
der Fructosekonzentration (Abb. 3 und Tabeile VI). 


Oxydation von Fructose in Phosphatlésungen. 


Tabelle VI. 38°. Gasraum Sauerstoff. 





5ccm Fructoselésung 5ccm Fructoselésung 5ccm Fructoselésung 
3g: 100 cem 5,89: 100 com 11,4 9 : 100 com 
in m/1 Phosphat in m/! Phosphat in m/! Phosphat 
8,5 sekundar, 1,5 primar 8,5 sekundar, 1,5 primar 8,5 sekundar, 1,5 primar 


65cemm O, 120 cmm O, 220 cmm O, 
148 ‘ 270 , . 487 , . 





HFS 


SSSEESS- 


8 § 8 








—> verbrauchter Saverstoff (crn) 


30 
——> Minten 
Abb. 3. 5ccm Fructoselésung in '/, molar. Phosphat (8,5 sek., 1,5 prim.). 


VI. Messung der bei der Oxydation gebildeten Kohlensiure. 


Unter allen von uns gepriiften Bedingungen entsteht bei der 
Oxydation der Fructose in Phosphat Kohlensiure, und zwar — un- 
abhingig von der Konzentration der Wasserstoffionen und der Kon- 
zentration der Fructose — immer etwa 0,3 Mol Kohlenséure auf 1 Mol 
absorbierten Sauerstoffs. Beispiele enthalt Tab. VII, in die sowohl 
die beobachteten Drucke, als auch die daraus berechneten Kohlensaure- 
werte eingetragen sind. 

Zur Erlauterung der Tabelle ist folgendes zu bemerken: Ein Teil 
der gebildeten Kohlensiure wird wahrend des Oxydationsversuchs an 
den Gasraum des Atmungstroges abgegeben, der Rest wird von der 
Lésung als Bicarbonat gebunden und erscheint erst beim Ansiéuern 
mit Schwefelsiure am Ende des Oxydationsversuchs. Je alkalischer 
die Lésung ist, um so mehr Kohlenséure wird chemisch gebunden, um 
so weniger Kohlenséure wihrend des Oxydationsversuchs an den Gas- 
raum des Atmungstroges abgegeben. Die alkalischen Lésungen ent- 
wickeln dementsprechend (Versuche 1 und 4) erst beim Ans&uern die 
Hauptmenge der Kohlensiure, die sauren Lésungen (Versuch 3) schon 
vor dem Ansiuern. 

Die Berechnung geschieht nach den in dieser Zeitschrift Band 113, 
S. 282 gegebenen Formeln. Bezeichnen wir mit h’ und h”' die beim 
Oxydationsversuch in den Trégen I und II beobachteten Druck- 














Oxydation von Fructose usw. 
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